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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Der Entzu¨ndungsprozeß
In unserer Umwelt gibt es eine Vielzahl infektio¨ser Erreger (z.B. Viren, Bakterien,
Pilze und Parasiten), die pathologische Scha¨den hervorrufen ko¨nnen und im Falle
einer unkontrollierten Vermehrung in der Lage sind, den Wirt zu to¨ten. Bei ge-
sunden Individuen ist die Infektion jedoch zeitlich begrenzt, da das Immunsystem
des Ko¨rpers eingedrungene Krankheitserreger erkennt und diese beka¨mpft. Auch
die Scha¨digung des Gewebes durch mechanische La¨sion wird von den Zellen des
Immunsystems erkannt.
Die durch verschiedenartige, scha¨digende Reize hervorgerufene Reaktion des Or-
ganismus und seiner Gewebe wird als Entzu¨ndung bezeichnet. Klassischerweise
wird der Vorgang der Entzu¨ndung nach dem lokalen Erscheinungsbild nach Cel-
sius eingeteilt (Pschyrembel, 1998):
Rubor Ro¨tung,
Calor Hitze,
Tumor Schwellung,
Dolor Schmerz und
Functio laesa gesto¨rte Funktion.
An diesem a¨ußeren Erscheinungsbild sind eine Vielzahl von Abwehrzellen und von
ihnen sezernierte Moleku¨le des Immunsystems beteiligt, die an den Infektionsort
transportiert werden. Folgende Vorga¨nge, die die Entzu¨ndung definieren (Riott
et al., 1991), spielen bei ihrem weiteren Verlauf eine wichtige Rolle:
1
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− erho¨hte Blutzufuhr zum Infektionsort,
− erho¨hte Kapillarpermeabilita¨t durch Retraktion der Endothelzellen,
− Leukozyten (speziell polymorphkernige neutrophile Granulozyten) treten
aus den Kapillaren in das subendotheliale Gewebe aus und wandern dort
zum Infektionsort.
1.2 Das Immunsystem
Das Immunsystem ho¨herer Vertebraten schu¨tzt sie gegen pathogene Organismen
und spielt wahrscheinlich auch bei der Erkennung und Elimination maligner,
transformierter Zellen eine Rolle. Das humane Immunsystem setzt sich aus ei-
ner Vielzahl von zellula¨ren und lo¨slichen Komponenten zusammen:
− Lymphatisches Gewebe (Lymphknoten, Milz, Thymus, lymphatisches Ge-
webe der Mucosa),
− Epithelzellen der Haut und Schleimha¨ute (Barriere gegen Außenwelt),
− ha¨matopoetisches System (mobile und sesshafte Zellen des Knochenmarks),
− lo¨sliche Komponenten (z.B. Antiko¨rper und Zytokine).
Eine funktionelle Unterscheidung der Komponenten wird in Klassen der nicht-
adaptiven (natu¨rlich, angeboren) und der adaptiven Immunabwehr (spezifisch,
erworben) vorgenommen. Sie arbeiten bei der Ausbildung eines spezifischen Ab-
wehrsystems eng zusammen (Michal, 1999).
1.2.1 Die Zellen der Immunantwort
Das Erkennen fremder Antigene wird von den Immunzellen der Vertebraten durch
eine Vielzahl von Zelltypen ermo¨glicht, die in unterschiedlichen Regionen des
Ko¨rpers vorkommen. In den lymphoiden Zellen und Organen der Wirbeltiere
werden diese Zellen mit hoher Spezifita¨t aus zwei Hauptlinien gebildet: den mye-
loischen und den lymphoiden Vorla¨uferzellen. Diese beiden Zelltypen entwickeln
sich aus gemeinsamen Vorla¨uferzellen, den pluripotenten Stammzellen im Kno-
chenmark. Unter dem Einfluß von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren ent-
stehen Vorstufen der verschiedenen Differenzierungslinien. Die ha¨matopoetischen
2
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Zellen wandern dann in das Blutgefa¨ßsystem aus. Eine Ausnahme bilden die T-
Lymphozyten, die bereits als undifferenzierte Vorla¨uferzellen das Knochenmark
verlassen, um im Thymus vollsta¨ndig auszudifferenzieren.
Nach der Differenzierung lymphoider Vorla¨uferzellen entstehen die Lymphozyten,
die in B-Zellen und T-Zellen eingeteilt werden ko¨nnen. Die myeloischen Vorla¨ufer-
zellen differenzieren zu Phagozyten (Monozyten und neutrophile Granulozyten)
und anderen Zellen (Thrombozyten, Mastzellen, etc.) aus.
Wa¨hrend der einzelnen Differenzierungsstufen der Leukozyten ko¨nnen diese durch
Expression spezifischer Membranmoleku¨le charakterisiert werden. Sie werden mit
Hilfe monoklonaler Antiko¨rper nachgewiesen und mit CD-Nummern (Cluster of
Differentiation) bezeichnet (CD-Guides URL; Schlossman et al., 1995).
Die im Blut der Vertebraten befindlichen Zellen werden in Erythrozyten (rote
Blutko¨rperchen), Leukozyten (weiße Blutko¨rperchen) und Thrombozyten (Blut-
pla¨ttchen) eingeteilt. Die Leukozyten werden gema¨ß ihrer Morphologie und ihrer
histologischen Anfa¨rbbarkeit in fu¨nf Klassen unterteilt. Die neutrophilen, eosino-
philen und basophilen Leukozyten geho¨ren zur Subklasse der polymorphkernigen
Granulozyten. Die Monozyten und Lymphozyten werden in die Subklasse der
mononuklearen Leukozyten eingeteilt.
Die Granulozyten werden im Blutstrom transportiert und gelangen so in Regio-
nen, in denen sie von Mediatoren (Chemoattraktoren und Adha¨sionsmoleku¨len)
abgefangen werden. Diese werden durch Entzu¨ndungsvorga¨nge im umliegenden
Gewebe gebildet. Am Ort der akuten Entzu¨ndung wirken die Granulozyten, zu-
sammen mit Antiko¨rpern und Komponenten des Komplementsystems, a¨hnlich
wie bei einer Phagozytose, bei den morphologisch verwandten Makrophagen.
B-Lymphozyten und Immunglobuline
Die Antigenerkennung der B-Lymphozyten durch Immunglobuline za¨hlt zu einer
der Hauptaufgaben der adaptiven Immunantwort. Die Immunglobuline werden als
membransta¨ndige Rezeptoren oder als sezernierte, lo¨sliche Antiko¨rper gebildet.
Ihre dimere Struktur wird aus je zwei leichten und zwei schweren Polypeptid-
ketten aufgebaut, die zu Doma¨nen gefaltet sind und durch Disulfid-Bindungen
stabilisiert werden. Die Isotypen der humanen Immunglobuline sind aus unter-
schiedlichen Varianten der Ketten als Monomer (IgG, IgD, IgE und IgA1), Dimer
(IgA2) und Pentamer (IgM) aufgebaut. Die Antigen-bindenden Epitope (Para-
tope) auf den variablen Doma¨nen der Immunglobuline werden durch somatische
3
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Genmutation stark variiert, so daß eine extrem große Anzahl unterschiedlicher
Antigene durch Immunglobuline gebunden werden kann.
In reifen, aktivierten B-Lymphozyten ko¨nnen membransta¨ndige und lo¨sliche Re-
zeptoren durch differentielles Spleißen der Gene ausgebildet werden. Im Laufe
einer Immunreaktion werden so unterschiedliche Typen von Antiko¨rpern varia-
bler Klassen und identischer Antigenerkennung gebildet (Michal, 1999).
Immunsystem bei akuter Entzu¨ndung
Das adaptive Immunsystem steuert das Entzu¨ndungsgeschehen u¨ber das Komple-
mentsystem. Im Verlauf der mikrobiellen Infektion wirken Antigene auf B-Zellen
ein und regen diese zur Bildung von Antiko¨rpern an, von denen dann einige an
Mastzellen binden (IgE an den Fc-Rezeptor), wa¨hrend andere (IgG und IgM) die
Komplementkaskade aktivieren. Auch durch Gewebescha¨digung und die Blutge-
rinnungskaskade kann das Komplementsystem aktiviert werden. Es werden Fak-
toren freigesetzt, die direkt am lokalen Gefa¨ßsystem wirken und zu einer Vaso-
dilatation und einer erho¨hten vaskula¨ren Permeabilita¨t fu¨hren. Die freigesetzten
Faktoren (C3a/C5a) ko¨nnen aber auch Mastzellen aktivieren. Aus dem benach-
barten Blutgefa¨ß werden durch die Mediatoren Phagozyten und Plasmaenzyme
angelockt (Hanna et al., 1997).
1.2.2 Das Komplementsystem
Das Komplementsystem der Vertebraten besitzt die Eigenschaft, mit den an An-
tiko¨rper gebundenen Plasmaproteinen zu reagieren und so die antibakterielle Ak-
tivita¨t der Antiko¨rper zu erga¨nzen (zu komplementieren). Die Aktivierung kann
auf zwei Wegen erfolgen:
− alternativer Weg (Teil der angeborenen Immunantwort) und
− klassischer Weg (Teil der adaptiven, humoralen Immunantwort).
Die wichtigsten Effekte des Komplementsystems sind die Lyse pathogener Sub-
stanzen und Zellen, die Solubilisierung von Immunkomplexen, die Versta¨rkung der
Phagozytose von Pathogenen (Opsonierung) und die Induktion der Entzu¨ndungs-
reaktion durch Aktivierung der am Entzu¨ndungsvorgang beteiligten Zellen.
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Die Aktivierung der Komplementfaktoren erfolgt u¨ber proteolytische Kaskaden,
die durch die Bindung von Antiko¨rpern (klassisch) oder durch fortwa¨hrende Akti-
vierung mit dem Komplementfaktor C3 (alternativ) eingeleitet werden (Michal,
1999).
1.2.3 Die Adha¨sion von Leukozyten
Die Adha¨sion von Zellen ist eine grundlegende Eigenschaft vielzelliger Organis-
men zur Regulation des Zellwachstums und zur Abwehr gegen Fremdstoffe. In
Sa¨ugetieren sind die Leukozyten des Immunsystems maßgeblich an den Abwehr-
reaktionen beteiligt. Durch Bindung an Bakterien, Parasiten, Viren und Tumor-
zellen mit anschließender Opsonierung wirken sie einer sich ausbreitenden Infek-
tion entgegen. Ein weiterer entscheidender Punkt der Adha¨sion von Leukozyten
ist ihre Fa¨higkeit, an Zellen des Endothels zu binden. Dabei stehen zwei Vorga¨nge
im Vordergrund:
− Wa¨hrend einer Entzu¨ndungs- oder Immunreaktion heften sich aktivierte
Leukozyten (neutrophile, eosinophile Granulozyten sowie Monozyten) an
das Endothel der Blutgefa¨ße und wandern durch diese Zellschicht in das
darunterliegende Gewebe (Diapedese).
− Der U¨bertritt von Leukozyten vom Blutkreislauf in das lymphatische Sys-
tem (Lymphknoten und Venolen mit besonders hohem Endothelanteil, High
Endothelial Venules, HEV) wird ebenfalls durch Adha¨sion begonnen. Im
lymphatischen System kommunizieren die Endothelzellen mit den Lympho-
zyten, die daraufhin Fremdstoffe nach ihrer Ru¨ckkehr in den Blutkreislauf
gezielt aufspu¨ren.
Der Vorgang der Leukozyten-Einwanderung in das Gewebe wird in vier Haupt-
schritte unterteilt, in denen die aufeinanderfolgende und konzertierte Aktion
vieler Adha¨sionsmoleku¨le und Mediatoren erfolgt (Krause & Turner, 1999;
Michal, 1999; Vestweber, 1998; Bird et al., 1997).
− Das Rollen der Leukozyten ist gekennzeichnet durch relativ schwache Asso-
ziations- und Dissoziationsvorga¨nge am Endothel. Dadurch wird die Ge-
schwindigkeit, mit der die Zellen passiv im Blutstrom transportiert werden,
herabgesetzt.
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− Eine Aktivierung der Leukozyten und Endothelzellen erfolgt durch freige-
setzte Entzu¨ndungsmediatoren und ist durch ein weiteres Verlangsamen der
Zellgeschwindigkeit gekennzeichnet.
− Die feste Adha¨sion der Leukozyten ist durch ein Abflachen der Zellen auf
dem Endothel charakterisiert. Sie kommen zum Stillstand und sind fest an
ihren Untergrund gebunden.
− Der Vorgang der Diapedese oder auch Transmigration ermo¨glicht es den
Leukozyten, an interzellula¨ren Kontaktstellen (Tight-junctions) durch die
Endothelzellschicht aus der Blutbahn herauszugelangen. Sie dringen weiter
in das umliegende Gewebe ein, wo sie dann durch Chemotaxis einem IL-8-
Gradienten zum Entzu¨ndungsherd folgen.
Abbildung 1.1 zeigt eine Schemazeichnung des Vorgangs der Leukozyten-Adha¨-
sion und -Diapedese. Die einzelnen Schritte werden durch membransta¨ndige und
lo¨sliche Faktoren bestimmt. Eine Zusammenstellung ausgewa¨hlter, an der Adha¨-
sionskaskade beteiligter Moleku¨le, ist in Tabelle 1.1 aufgelistet.
Die einzelnen Adha¨sionsschritte ko¨nnen spezifischen Moleku¨len zugeordnet wer-
den. So sind z.B. die P-, E- und L-Selektine am Rollen der Leukozyten beteiligt
und sind auch wa¨hrend der Aktivierungsphase wichtig. Die Integrine MAC-1 und
LFA-1 werden erst nach der Aktivierung der Leukozyten exprimiert und sorgen
dann fu¨r eine stabile Adha¨sion der Zellen an ihre Rezeptormoleku¨le (ICAM-1 und
ICAM-2). Anschließend vermitteln Moleku¨le der Immunglobulin-Superfamilie
(z.B. PECAM-1) durch homotypische Interaktion an den Kontaktstellen des Endo-
thels die Diapedese.
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Weitere Zell-Zell-Wechselwirkungen mit A¨hnlichkeiten zur Leukozyten-Adha¨sion
und Diapedese sind untersucht worden bei
− der Adha¨sion und Diapedese der Lymphozyten in den HEV. Die Adha¨sion
findet hier prima¨r durch die Moleku¨le L-Selektin und VLA-4 bzw. LFA-1
mit ihren Rezeptorstrukturen statt (siehe Tabelle 1.1). Die Transmigration
wird auch hier durch die dimere Bindung von zwei PECAM-1-Moleku¨len
ermo¨glicht.
− der Embryonalentwicklung. Zellgruppen werden durch Adha¨sion gleicharti-
ger Zellen von anderen getrennt. Neben den Adha¨sionsmoleku¨len, die de-
nen in Tabelle 1.1 verwandt sind, sind hier auch die Cadherine beteiligt.
Sie kommen in den meisten Zellen vor und bewirken eine Ca2+-abha¨ngige
homophile Adha¨sion (Aggregation gleichartiger Zellen).
− der Aggregation der Blutpla¨ttchen wa¨hrend der Gerinnung.
− der Wanderung von Tumorzellen. Das Eindringen von Tumorzellen aus den
Blutgefa¨ßen in das Gewebe erfolgt a¨hnlich wie bei den Leukozyten. Maligne
Gewebe weisen eine erho¨hte Konzentration an Selektinen und Integrinen
auf.
1.2.3.1 Selektine
Die drei Zelladha¨sionsmoleku¨le vom Lektin-Typ wurden zuna¨chst von verschiede-
nen Arbeitsgruppen unabha¨ngig voneinander entdeckt und charakterisiert. Be-
vilacqua et al. (1987, 1989) beschrieben z.B. ein durch Interleukin-1 (IL-1),
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Lipopolysaccharid (LPS) induzierbares Mo-
leku¨l humaner Endothelzellen (HEC), das sie ELAM-1 nannten. Aus dieser Zeit
stammen eine Vielzahl von synonymen Namen, die erst 1991 durch eine Kommis-
sion von Forschern durch die Bezeichnung Selektine (Bevilacqua et al., 1991;
Stoolman, 1989) ersetzt wurden. Die Moleku¨le haben einen strukturell homo-
logen Aufbau, der in Abbildung 1.2 dargestellt ist.
Die Selektine sind integrale Membranproteine. Ihre Molmasse kann zwischen
75 kDa und 110 kDa (L-Selektin), 105 kDa und 115 kDa (E-Selektin) und 140 kDa
(P-Selektin) variieren. Die große Homologie ihrer Genstrukturen deutet auf einen
hohen Verwandtschaftsgrad hin, der die Vermutung zula¨ßt, daß sie durch Gendu-
plikation entstanden sind (Watson et al., 1990).
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Abbildung 1.2: Schema des Aufbaus der Klasse der Selektin-Adha¨sionsmoleku¨le, ihr Vor-
kommen und bekannte Rezeptorstrukturen (modifiziert nach Vestweber & Blanks,
1999 undMichal, 1999). Die Wechselwirkungen zwischen den Moleku¨len beim Adha¨sions-
vorgang werden durch die gegenu¨berliegende Anordnung sowie durch Pfeile wiedergegeben.
Das Moleku¨l GlyCAM liegt in sekretorischer Form vor.
Die Bindungsregion des E-Selektin-Moleku¨ls ist eine Lektin-a¨hnliche Doma¨ne vom
C-Typ am N-Terminus (siehe Abbildung 1.2). Mit einem Ca2+-Ion als Aktiva-
tor erkennt diese Region Kohlenhydrat-Rezeptorstrukturen. Weiterhin schließt
sich eine Doma¨ne an, die dem epidermalen Wachstumsfaktor a¨hnelt (Epidermal
Growth Factor-, EGF-Doma¨ne). Eine variable Anzahl von Konsensus-Einheiten
(Short Consensus Repeats, SCR), die A¨hnlichkeiten zu Komplement-bindenden
Proteinen besitzen, bilden den U¨bergang zur Transmembran-Region. Mit einem
kurzen zytoplasmatischen Peptid endet das Moleku¨l mit dem C-Terminus.
Die Selektine vermitteln das transiente Rollen Zytokin-aktivierter Leukozyten
auf dem Endothel (Mackay & Imhof, 1993; Cartwright et al., 1995; Bi-
schoff, 1997). Erste Studien zum Vorgang des Granulozyten-Rollens wurden von
Atherton & Born bereits 1973 durchgefu¨hrt. Untersuchungen der E-Selektin-
Bindung bei laminarem Fluß und schwachen hydrodynamischen Kra¨ften haben
gezeigt, daß es zu einzelnen Ligand-Rezeptor-Kontakten kommt, die durchschnitt-
lich eine Assoziationsrate von 0,04 s−1 und eine Dissoziationsrate von 0,5 s−1
haben (Kaplanski et al., 1993). Die Leukozyten verweilen im Mittel 2,4 s auf
dem Endothel, wobei die Ha¨ufigkeit einer Bindungsausbildung eine sta¨rkere Rol-
le spielt als die Dauer der Bindung. Frei rollende Zellen haben eine Durch-
schnittsgeschwindigkeit von 19µm/s. Weitere Untersuchungen zeigten, daß die
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Assoziations-/Dissoziations-Geschwindigkeit vom hydrodynamischen Fluß im
Blutstrom abha¨ngig ist (Finger et al., 1996).
L-Selektin Bindungen treten vermehrt bei hohem, Bindungen von P- und E-
Selektin bei niedrigem Scherstreß auf. Dieses Verhalten erkla¨rt das Auftreten
der unterschiedlichen Bindungsvarianten. Bei geringem Scherstreß, z.B. in großen
Blutgefa¨ßen und in der Mitte des Blutstroms, wird die durch L-Selektin eingeleite-
te Agglutination der Leukozyten vermieden. Ist die Fließgeschwindigkeit erho¨ht,
z.B. an der Grenzfla¨che zum Endothel, kann sofort eine Adha¨sion erfolgen. Sind
die Leukozyten durch die L-Selektin-vermittelte Bindung in ihrer Geschwindig-
keit verlangsamt, so kann die Adha¨sion durch das P- und E-Selektin gefestigt
werden.
Neben den in Abbildung 1.2 dargestellten membransta¨ndigen Selektinen gibt es
auch lo¨sliche Varianten. Ihre Titer sind besonders beim septischen Schock (Bak-
terieninfektion), sowie bei Autoimmunerkrankungen oder Herzinfarkt im Blut-
plasma erho¨ht (Gearing & Newman, 1993; Siminiak et al., 1997; Blann et
al., 1997).
Bei dem L-Selektin findet man die lo¨sliche Form des Moleku¨ls in besonders hohen
Konzentrationen. Normale Titer liegen bei 1,7 µg/mL Blut, die des E- und P-
Selektins betragen in der Regel ca. 50 ng/mL (Gearing & Newman, 1993). Das
Ablo¨sen des L-Selektin Moleku¨ls von der Membran aktivierter Zellen (Shedding)
erfolgt innerhalb von Sekunden bei der homophilen Adha¨sion der Leukozyten-
Aggregation und wa¨hrend des Rollens der Leukozyten auf dem Endothel (Wal-
check et al., 1996). Das dieser Prozeß der L-Selektin Dissoziation so schnell
erfolgt, bietet bei dem Vorgang des Leukozyten-Rollens den Vorteil, daß die Zel-
len nicht plo¨tzlich an das Endothel gebunden werden, sondern bis zur Adha¨sion
erst einmal langsam an der Endothel-Oberfla¨che entlangrollen ko¨nnen. Der Dis-
soziationsvorgang (durch das Shedding induziert) bildet einen Geschwindigkeits-
bestimmenden Faktor, der fu¨r die Leukozytenzelle charakteristisch ist.
Die Funktionen als Leukozyten-Adha¨sionsmoleku¨le u¨berschneiden sich bei den
Selektinen. Untersuchungen an gendefizienten Ma¨usen haben gezeigt, daß die
Funktionen des E-Selektin und des P-Selektin redundant sind (Frenette &
Wagner, 1997; Homeister et al., 1998; Etzioni et al. , 1999).
Als Selektin-Rezeptoren sind aus der Literatur unterschiedliche, glykosylierte
Strukturen bekannt (Handa et al., 1991; McEver & Cummings, 1997a;
McEver 1997b; Monteya et al., 1999). Alle Selektine binden an das Tetra-
saccharid sialyl-Lewis x (sLex) und das Strukturisomer sialyl-Lewis a (sLea), die
an Lipide oder Proteine (z.B. PSGL-1, P-Selektin Ligand-1) gebunden sind.
11
KAPITEL 1. EINLEITUNG
1.2.3.2 Zytokine
Unter dem Begriff Zytokine werden verschiedene Proteine und Glykoproteine zu-
sammengefaßt, die vorwiegend als gelo¨ste Moleku¨le fu¨r die interzellula¨re Kom-
munikation verantwortlich sind. Sie binden an spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberfla¨che und ko¨nnen die Aktivierung von Genen induzieren oder inhibieren
und damit Wachstum, Differenzierung und Aktivierung der Zelle steuern. Aktive
Makrophagen setzen die vielfa¨ltig wirksamen Zytokine IL-1 und TNF-α frei. Die-
se fu¨hren zu lokalen und systemischen Entzu¨ndungsreaktionen, wobei die Bildung
zellula¨rer Infiltrate durch Chemokine versta¨rkt wird (Michal, 1999). Die Wir-
kung von TNF-α auf Endothelzellen kann durch Wachstumsfaktoren beeinflußt
werden. So zeigten z.B. Untersuchungen vonGriffioen et al. (1998), daß der ba-
sische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (basic Fibroblast Growth Factor, b-FGF)
durch Inhibition der E-Selektin-Expression die Stimulation von Endothelzellen
durch TNF-α vermindert.
TNF-α kann direkt zytotoxisch auf Tumorzellen wirken. Auf Tumorzellen mit
Resistenz gegen diese TNF-α-induzierte Apoptose konnte ein erho¨hter Gangliosid-
Gehalt detektiert werden (Furukawa et al., 1990; Neale et al., 1991).
Durch A¨nderung der Sialyltransferase-Aktivita¨t in vitro kann TNF-α die Zell-
Zell-Bindungseigenschaften beeinflussen (Hanasaki et al., 1994). Studien an
TNF-α-Rezeptor p55 defizienten Ma¨usen (TNFRp55 Knock-out Ma¨use) gaben
einen Hinweis darauf, daß das Vorkommen von Gangliosiden wa¨hrend der Zell-
Differenzierung durch TNF-α-Signaltransduktion reguliert wird (Markotic´ et
al., 1999).
1.3 Die Plasmamembran tierischer Zellen
1.3.1 Aufbau und Zusammensetzung
Lipid-Doppelschicht
Die eukaryontische Plasmamembran ist aus einer Lipid-Doppelschicht aufgebaut,
in die Proteine und andere Bestandteile integriert bzw. mit ihr assoziiert sind. Sie
hat in biologischen Systemen eine durchschnittliche Schichtdicke von ca. 6 nm.
Neben den Hauptkomponenten, den Phospholipiden, bestehen diese Membranen
aus Glykolipiden, Cholesterin, Proteinen und Glykoproteinen. Der Gehalt an Li-
piden in tierischen Zellmembranen betra¨gt etwa 50%. Die Lipidmoleku¨le haben
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Abbildung 1.3: Plasmamembran tierischer Zellen nach dem Modell von Singer und Ni-
cholson (1972).
einen amphipathischen Charakter, das heißt, daß sie einen hydrophilen (was-
serliebenden, polaren) und einen hydrophoben (wasserabweisenden, unpolaren)
Moleku¨lteil besitzen. Mit diesen hydrophoben Abschnitten lagern sich die Lipide
in wa¨ßriger Umgebung so zusammen, daß diese Regionen nicht mit den polaren
Wassermoleku¨len in Kontakt stehen. Die spontane Aggregation von Lipiden fu¨hrt
zur Bildung von Mizellen oder Lipid-Doppelschichten.
Flu¨ssigmosaikmodell
Ausgehend von dem von Singer und Nicholson entwickelten Flu¨ssigmosaik-
modell der Zellmembran ist in Abbildung 1.3 eine schematische Darstellung der
Anordnung der Komponenten einer tierischen Zellmembran gezeigt (Flu¨ssigmo-
saikmodell-URL; Singer & Nicholson, 1972).
Zytoskelett
Die Proteinfilamente des Zytoskeletts stu¨tzen auf der zytosolischen Seite der
Membran ihre fluide Struktur. Die Hauptkomponenten des Zytoskeletts Tubulin,
Actin, Myosin und Keratin bilden ein hochorganisiertes Gel, dessen Zusammen-
setzung innerhalb der Zelle unterschiedlich sein kann (Voet & Voet, 1992).
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Asymmetrie
Die Plasmamembran ist aufgrund der unterschiedlichen Orientierungen der Mo-
leku¨le, die fu¨r Transport und Stoffwechselfunktionen verantwortlich sind, asym-
metrisch aufgebaut. Die Synthese der Eukaryonten-Zellmembranen findet im En-
doplasmatischen Retikulum (ER) statt. Hier findet auch die Markierung der Pro-
teine statt, die sie entweder ins Zytosol oder an die Außenseite der Zellmembran
dirigiert. Im extrazellula¨ren Raum befinden sich die hydrophilen, glykosylierten
Strukturelemente.
1.3.2 Phospholipide
Am weitesten verbreitet unter den Membranlipiden sind die Phospholipide, die
als Grundbaustein eine Phosphatgruppe in ihrer hydrophilen Kopfgruppe tragen.
Die zwei Klassen der Phospholipide unterscheiden sich durch den zentralen Mo-
leku¨lteil (Glycerin oder Sphingosin), an den die Phosphatgruppe gebunden ist.
Die hydrophoben Phospholipide, die in das Zytosol hineinragen, tragen versta¨rkt
negative Ladungen (wie z.B. Phosphatidylserin). Die laterale Diffusion ermo¨glicht
es den Lipiden, sich in der Membran zu bewegen. Ihre Beweglichkeit ist abha¨ngig
von ihrem molekularen Aufbau (z.B. Doppelbindungen) und den umgebenden
Membranbestandteilen wie z.B. Cholesterin (Alberts et al., 1994).
1.3.3 Membranproteine
Die Plamsamembran eukaryontischer Zellen besteht zu ca. 50% aus Proteinen.
Die integralen Proteine durchspannen die Membran vom intrazellula¨ren bis in
den extrazellula¨ren Raum. Sie besitzen eine definierte Orientierung innerhalb der
Lipid-Doppelschicht. Die peripheren Proteine sind entweder mit den Membranli-
piden oder den integralen Proteinen assoziiert. Ihre Saccharid-Substituenten ra-
gen in den extrazellula¨ren Raum hinein (siehe Abbildung 1.3).
1.3.4 Glykolipide
Die Glykolipide machen nur ca. 3% des Lipidanteils der Plasmamembran aus.
Sie sind ebenso wie die Glykoproteine Bestandteil der Glykokalix, der prima¨r aus
verknu¨pften Saccharideinheiten bestehenden extrazellula¨ren Schicht der Plasma-
membran. Ebenso wie die Phospholipide kann man auch die Glykolipide in zwei
Klassen unterteilen, die Glyceroglykolipide und die Sphingoglykolipide.
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Abbildung 1.4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von CHO Zellen in Suspen-
sion. n: Zellkern (Nukleus), z: Zytoplasmamembran. Vergro¨ßerung 1:1200, A: Ausschnitt-
vergro¨ßerung, Detailansicht der Mikrovilli (durchsichtige Pfeilspitzen), B: Ausschnitt mit
Zell-Zell-Kontakten (schwarze Pfeile).
In der Plasmamembran ko¨nnen sich die Glykolipide frei bewegen (siehe Abschnitt
1.3.1). Sie sind jedoch in der Membran nicht statistisch verteilt. Es konnten Akku-
mulationen von Glykolipiden festgestellt werden (siehe Abschnitt 1.4.5, Steeg-
maier et al., 1997), die sich innerhalb der Plasmamembran an exponierter Stelle
befinden (Mikrovilli).
Mikrovilli
Eukaryontenzellen ko¨nnen im Blutstrom oder im lymphatischen Gewebe trans-
portiert werden, sich zu Zellverba¨nden zusammenschließen (Gewebe oder Organ),
oder sich auf einer stabilen Matrix anheften und dort einen Zellmonolayer bil-
den (z.B. Endothelzellen an der Innenseite der Blutgefa¨ße). Die Kontaktstellen
der Zellen bei Zell-Zell-Wechselwirkungen ko¨nnen dabei an fingera¨hnlichen Aus-
stu¨lpungen (Mikrovilli) Adha¨sionsmoleku¨le exponieren, die dann besser mit der
Oberfla¨che der Zielzelle in Wechselwirkung treten ko¨nnen, als es bei flachen Ober-
fla¨chenstrukturen mo¨glich wa¨re (Andrian von et al., 1997; Steegmaier et al.,
1997).
In Abbildung 1.4 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen1 von CHO Zel-
len in Suspension dargestellt. Sie zeigen Ausschnitte von Zellen mit Mikrovilli (A)
sowie Bereiche mit Zell-Zell-Kontakten (B).
Wie schon von Steegmaier et al. 1997 beschrieben wurde, konnten sLex-Epitope
versta¨rkt im Bereich des Golgi-Apparates (Ort der Glykosylierung und Biosyn-
these) und den Mikrovillli der Membran detektiert werden.
1Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit freundlicher Unterstu¨tzung
von Herrn Dr. U. Kahmann, Fakulta¨t fu¨r Biologie, Universita¨t Bielefeld erstellt.
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Tabelle 1.2: Abku¨rzungen der Saccharide und verwandter Strukturen entsprechend
der systematischen Nomenklatur nach den Regeln der IUPAC-IUB.
Struktur Abku¨rzung
Glukose Glc
Galaktose Gal
Fukose (6-Deoxygalaktose) Fuc
Laktose (Galβ1-4Glc) Lac
N-Acetylglukosamin GlcNAc
N-Acetylneuraminsa¨urea Neu5Ac (NeuAc)
N-Glykolylneuraminsa¨urea Neu5Gc (NeuGc)
aSialinsa¨ure (Die beiden Begriffe Sialinsa¨ure und Neuraminsa¨ure werden synonym verwen-
det.)
1.4 Ganglioside
1.4.1 Nomenklatur
In dem Ausschuß fu¨r Nomenklatur der IUPAC-IUB2 Kommission werden Richtli-
nien fu¨r die systematische Benennung von Strukturen in der Chemie und Biologie
festgelegt (IUPAC-IUB, 1999). Die Benennungen wurden nach diesen Richtlinien
durchgefu¨hrt.
Glykosphingolipide (GSL) sind definiert als Lipide mit mindestens einem Mo-
nosaccharid, das glykosidisch an Ceramid gebunden ist. Ceramide sind die N -
Acylderivate von z.B. Sphinganin und Sphingosin. Die GSL werden ausgehend
von der La¨nge ihres Saccharidgrundgeru¨stes mit den Endungen -osyl als diosyl,
triaosyl, tetraosyl etc. bezeichnet. Die Abku¨rzungen fu¨r Mono- und Disaccharid-
strukturen sind der Tabelle 1.2 zu entnehmen. Das Moleku¨l, das durch glykosi-
dische Bindung zwischen dem Monosaccharid Galaktose und dem hydrophoben
Ceramidrest gebildet wird, wird demnach als Galaktosylceramid bezeichnet und
als GalCer abgeku¨rzt.
Die Konfigurationssymbole D und L werden nicht ausgeschrieben, da die Mono-
saccharide generell die D-Konfiguration besitzen; Eine Ausnahme bildet Fukose,
die in der L-Konfiguration vorliegt. Die Positionen der glykosidischen Bindung
2International Union of Pure and Applied Chemistry - International Union of Biochemistry
and Molecular Biology
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Tabelle 1.3: Die wichtigsten Strukturfamilien der Tetraosylceramide.
Strukturfamilie Kurzschreibweisen IV III II I
Ganglio GgOse4Cer (Gg4Cer) Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glc-
Laktoa LcOse4Cer (Lc4Cer) Galβ3GlcNAcβ3Galβ4Glc-
Neolaktob nLcOse4Cer (nLc4Cer) Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glc-
Globo GbOse4Cer (Gb4Cer) GalNAcβ3Galα4Galβ4Glc-
Isoglobob iGbOse4Cer (iGb4Cer) GalNAcβ3Galα3Galβ4Glc-
anicht zu verwechseln mit dem Disaccharid Laktose, biso steht fu¨r (1→3) statt (1→4)
bezogen auf die Bindung zwischen den Sacchariden III und II und neo fu¨r (1→4) statt
(1→3) bezogen auf die Bindung zwischen dem Saccharid IV und III
und ihre anomere Konfiguration werden zwischen die Monosaccharide geschrieben
und ko¨nnen gema¨ß folgendem Beispiel abgeku¨rzt werden:
Schreibweise: ausfu¨hrlich α-D-Gal-(1→3)-α-D-Gal-R,
kondensiert Galα1-3Galα-R,
kurz Galα3Galα-R.
Die Position des anomeren C-Atoms (erster Zahlenwert in der Klammer der
ausfu¨hrlichen Schreibweise) ist invariabel. Saccharide binden mit dem C1- und
Sialinsa¨uren mit dem C2-Atom. Die anomeren Bindungspositionen werden daher
in der Kurzschreibweise nicht aufgefu¨hrt.
Die Glykosphingolipide (GSL) werden aufgrund der Zusammensetzung ihrer neu-
tralen Oligosaccharidkette in Strukturfamilien eingeteilt. In Tabelle 1.3 sind die
semi-systematischen Hauptstruktur-Nomenklaturen am Beispiel der Tetraosyl-
ceramide der vier wichtigsten GSL-Familien zusammengestellt. Der hydrophobe
Rest wird aus dem Ceramid, einem N -acylierten aliphatischen Aminoalkohol,
gebildet. Die u¨ber eine Amidbindung gebundene Fettsa¨ure besteht natu¨rlicher-
weise aus einer aliphatischen Kohlenwasserstoffkette der La¨nge C16 bis C24, und
kann eine bis mehrere Doppelbindungen besitzen. Der gebra¨uchliche Trivialna-
me fu¨r den Aminoalkohol (E)-Sphing-4-enin mit der systematischen Bezeichnung
(2S,3R,4E)-2-Aminooctadec-4-ene-1,3-diol ist Sphingosin.
Der Name des GSLs ergibt sich aus dem Ku¨rzel der Strukturfamilie mit der
Endung Ose, der Anzahl der Saccharidreste (arabische Ziffern) und der Endung
Cer. Die Positionen der Saccharide werden, um Bindungen der Substituenten
zu benennen, ausgehend vom Ceramidrest geza¨hlt und mit ro¨mischen Zahlen
bezeichnet. In der Kurzschreibweise wird die Abku¨rzung OseCer ebenfalls nicht
17
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Abbildung 1.5: Struktur des Gangliosides GD1a der Ganglio-Serie. Die Vorla¨uferstruk-
turen wie z.B. Ceramid, Glukosylceramid, Laktosylceramid und GM2, sind entsprechend
markiert.
erwa¨hnt, so daß das Glykosphingolipid nur durch das Strukturfamiliensymbol und
die Anzahl der Saccharideinheiten beschrieben wird (z.B. nLc6).
Ganglioside sind Sialinsa¨ure-enthaltende Glykosphingolipide. Befindet sich eine
N -Acetylneuraminsa¨ure am nicht-reduzierenden Ende der neutralen Oligosaccha-
ridkette eines GgOse4Cer-Moleku¨les, so wird dieses als IV3Neu5Ac-GgOse4Cer
abgeku¨rzt. Die Position der substituierten Hydroxylgruppe wird dabei als Expo-
nent vermerkt und bezeichnet bei dem genannten Beispiel somit eine Neu5Ac-
Substitution mit α(2→3)-Bindung. Verzweigungen werden dem Saccharid, an
dem sie gebunden sind, in Klammern vorangestellt.
Die Nomenklatur nach Svennerholm (1963) ist eine weitere Vereinfachung der
Schreibweise, die urspru¨nglich fu¨r aus Hirn isolierte Ganglioside angewendet wur-
de. Sie beruht auf dem chromatographischen Laufverhalten der Ganglioside (siehe
auch Tabelle 1.4-A).
Fu¨r die Nomenklatur der Ganglioside nach Svennerholm (z.B. GM3 oder GD1a)
werden Buchstaben in Kombination mit Zahlen verwendet. Das G steht fu¨r Gan-
gliosid und M, D oder T fu¨r mono-, di- oder tri-substituierte Moleku¨le, entspre-
chend der Anzahl an Sialinsa¨uren. Ihre Positionen werden durch Kleinbuchstaben
(a,b,c) beschrieben. Die angefu¨gte Zahl wird aus dem du¨nnschichtchromatogra-
phischen Laufverhalten des Gangliosides ermittelt. Subtrahiert man die angegebe-
ne Zahl von 5, so ergibt sich die La¨nge des neutralen Oligosaccharidgrundgeru¨stes.
Diese Bezeichnung gilt nur eingeschra¨nkt fu¨r die Ganglio-Serie. In Abbildung 1.5
ist exemplarisch die Struktur des Gangliosids GD1a der Ganglio-Serie dargestellt.
18
KAPITEL 1. EINLEITUNG
Tabelle 1.4: Ausgewa¨hlte Ganglioside der Ganglio-Serie (A) und der Neolakto-Serie
(B) mit ihren Strukturen und Bezeichnungen (anach Svennerholm).
A
Symbola IUPAC-Bezeichnung Struktur
Galβ4Glcβ1Cer
GM3 II3Neu5Ac-LacCer | α2,3
Neu5Ac
Galβ4Glcβ1Cer
| α2,3
GD3 II3(Neu5Ac)2-LacCer Neu5Ac
| α2,8
Neu5Ac
Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ1Cer
GM1 II3Neu5Ac-GgOse4Cer | α2,3
Neu5Ac
Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ1Cer
GD1a
IV3Neu5Ac,
| α2,3 | α2,3II3Neu5Ac-GgOse4Cer
Neu5Ac Neu5Ac
Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ1Cer
| α2,3
GD1b II3(Neu5Ac)2-GgOse4Cer Neu5Ac
| α2,8
Neu5Ac
Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ1Cer
| α2,3 | α2,3
GT1b IV3Neu5Ac, Neu5Ac Neu5Ac
II3(Neu5Ac)2-GgOse4Cer | α2,8
Neu5Ac
B
Symbol IUPAC-Bezeichnung Struktur
IV3nLc4
Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1Cer
| α2,3IV3Neu5Ac-nLcOse4Cer
Neu5Ac
IV6nLc4
Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1Cer
| α2,6IV6Neu5Ac-nLcOse4Cer
Neu5Ac
VI3nLc6
Galβ4GlcNAcβ3Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1Cer
| α2,3VI3Neu5Ac-nLcOse6Cer
Neu5Ac
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1.4.2 Biosynthese
Ausgehend vom Serin und Palmityl-CoA wird im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) u¨ber die Zwischenstufe des Sphinganins das Moleku¨l Ceramid gebildet. Bei
den Eukaryonten wird im Golgi -Apparat die im ER begonnene Glykosylierung
von Proteinen und Lipiden fortgesetzt, wobei gleichzeitig bei den Proteinen ei-
ne Sortierung nach ihren Zielorten erfolgt. Der asymmetrisch aufgebaute Golgi-
Apparat hat unterschiedliche Aufgaben zu erfu¨llen, die im folgenden zusammen-
gefaßt sind:
− cis-Golgi-Netzwerk: Ru¨ckfu¨hrung von Proteinen, die nicht vollsta¨ndig pro-
zessiert aus dem ER kommen,
− cis-, medial-, trans-Golgi-Kompartimente: Glykosylierungsreaktionen,
− trans-Golgi-Netzwerk (TGN): zahlreiche Sortierungsvorga¨nge. Bei einigen
Proteinen beginnt hier die proteolytische Spaltung, die das Propeptid in
seine aktive Form u¨berfu¨hrt. Dieser letzte Prozessierungsschritt wird dann
in den Vesikeln fortgesetzt (z.B. bei Hormonen und Neuropeptiden).
Die erste Glykosylierung des Ceramids mit Glukose erfolgt vermutlich an der
cytosolischen Seite der Golgi-Membran. Das monoglykosylierte Ceramid wird
auf die luminale Seite transportiert, wo alle weiteren Glykosylierungen stattfin-
den. Sie verlaufen durch eine U¨bertragung der aktivierten Gruppen (z.B. UDP-
Monosaccharide, UDP-N -Acetylmonosaccharide und im Falle der Sialinsa¨ure
CMP-Sialinsa¨ure) auf Ceramide bzw. Oligosaccharide. Eine Zusammenfassung
von Untersuchungsergebnissen aus biochemischen Studien und Markierungsexpe-
rimenten an Rezeptoren der Golgi-Membran ist in Tabelle 1.5 zusammengestellt
(Kolter et al., 1999; Maccioni et al., 1999). Das Schema zeigt den Verlauf der
Biosynthese ho¨herer Ganglioside der Ganglio-Serie. Die GSL werden zum Ende
der Biosynthese an die Zelloberfla¨che transportiert.
1.4.3 Degradation
In den Lysosomen werden die GSL abgebaut. Exoglykosidasen entfernen vom
nicht-reduzierenden Ende her schrittweise einzelne Saccharide. Spezielle Prote-
ine (z.B. Sphingolipid Activator Protein, SAP) oder Bis(monoglycero)phosphat
(BMP) erleichtern die Degradation durch bessere Orientierung des Lipidsubstra-
tes. In einigen Fa¨llen kann es auch zu einer Wiederverwertung (Recycling) der
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Tabelle 1.5: Schema der Gangliosid-Biosynthese und der Kompartimentierung der
beteiligten Enzyme (modifiziert nach Kolter et al., 1999 und Maccioni et al.,
1999).
GlcT GMZ
GlcCer←− Cer
GalT SiaTI SiaTII SiaTIII Golgi
GlcCer−→LacCer−→GM3−→ GD3 −→ GT3
| GalNAcT |
↓ ↓ ↓
GM2 GD2 GT2
| GalTII |
↓ ↓ ↓
GM1 GD1b GT1c
| SiaTIV |
↓ ↓ ↓
GD1a GT1b GQ1c
⇓ ⇓ ⇓
a b c ZM
Enzyme: GalT: Galaktosyltransferase, GlcT: Glukosyltransferase, SiaT: Sialyltransferase,
GalNAcT: GalNAc-Transferase. Golgi : Golgi-Apparat, GMZ : dem Zytoplasma zugewand-
te Seite der Golgi-Membran, ZM: Zytoplasmamembran der Zelle mit der Bezeichnung fu¨r
die a-, b- und c-Serien der Ganglioside. Die breiten Pfeile (⇓) charakterisieren die Richtung
des Stoff-Transportes durch Vesikel.
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Ganglioside in den Endosomen kommen (Kolter et al., 1999; Mo¨bius et al.,
1999).
Weiterhin sind die Endoglykosidasen am Abbau der GSL beteiligt. Sie spalten
den Oligosaccharidteil gema¨ß ihrer Spezifita¨t an den unterschiedlichen Bindungs-
positionen (z.B. β1,4 oder β1,3). Eine weitere Abbauvariante stellen die Endo-
glykoceramidasen oder auch Ceramid Glykanasen dar. Diese Enzyme spalten den
gesamten Oligosaccharidteil hydrolytisch vom Ceramid.
Sto¨rungen des Abbaus machen sich bei Gangliosiden stark im a¨ußeren Erschei-
nungsbild eines Organismus (Pha¨notyp) bemerkbar. Defekte des Abbauvorgangs
treten bei verschiedenen erblich bedingten Krankheiten auf. Sie sind durch die
Akkumulation der Ganglioside gekennzeichnet, die Substrate des jeweils abbau-
enden Enzyms sind (Michal, 1999).
Beim Tay-Sachs-Syndrom und der Sandhoff-Krankheit sind jeweils ein Defekt in
einer Untereinheit des Enzyms β-Hexosaminidase dafu¨r verantwortlich, daß das
Gangliosid GM2 akkumuliert wird. Bei der Gaucher-Krankheit kann aufgrund
eines Defekts der β-Glukosidase der Ceramid-sta¨ndige Glukoserest nicht ent-
fernt werden. Das Fabry-Syndrom beruht auf einem Defekt der α-Galaktosidase,
wa¨hrend ein Fehlen der β-Galaktosidase zu einer GM1-Gangliosidose fu¨hrt
(Michal, 1999; Voet & Voet, 1992).
1.4.4 Bioverfu¨gbarkeit
GSL kommen in Vertebraten, niederen Tieren, in geringem Maße in Pflanzen
und (nur selten) in Bakterien vor. Bei den Vertebraten gibt es zahlreiche ver-
schiedene Strukturen, die spezifisch sind fu¨r unterschiedliche Spezies. Innerhalb
einer Spezies gibt es wiederum charakteristische Organ-spezifische Unterschiede.
Selbst innerhalb eines Individuums kommt es zu unterschiedlichen GSL-Mustern,
die altersabha¨ngig sind.
Bedingt durch Unterschiede in den Monosaccharideinheiten, Anzahl der Moleku¨le
sowie Abfolge und Bindungstypen in der Oligosaccharidkette ist die Vielfalt der
Oligosaccharidstrukturen sehr groß.
Zudem sind bei Glykosphingolipiden Variationen des Sialinsa¨urerestes sowie der
Fettsa¨ure (Kettenla¨nge, Doppelbindungen, etc.) und der Kettenla¨nge des Ami-
noalkohols mo¨glich, die eine sehr große Strukturvielfalt zur Folge haben ko¨nnen
(Ru¨diger & Gabius, 2001; Lindhorst, 2000).
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Neben der N -Acetylneuraminsa¨ure ist beim Menschen in den Gangliosiden auch
das 9-O-Acetyl-Derivat vertreten. In anderen Sa¨ugern, bei Fischen, Vo¨geln etc.
treten weitere Derivate auf. Im gesunden menschlichen Organismus kommt aus-
schließlichN -acetylierte Neuraminsa¨ure vor. Andere Sa¨ugetiere, wie z.B. die Maus,
haben auch einen hohen Anteil an N -Glykolylneuraminsa¨ure (Markotic´ et al.,
1999).
In Vertebraten treten die Ganglioside vor allem im Zentralnervensystem auf der
Außenseite der Plasmamembran von Nervenzellen auf. Ganglioside sind unter
anderem beteiligt an
− der Kommunikation zwischen Zellen (homotypisch oder heterotypisch; Lek-
tin-Wechselwirkung),
− immunologischen Reaktionen,
− der Differenzierung (Entwicklungsspezifita¨t) und dem Wachstum von Zellen
als Zellwachstumsmodulatoren (Mu¨thing, 1999; Michal, 1999; Sharon
& Lis, 1993; Hakomori, 1981),
− onkogenen Prozessen als tumorassoziierte Antigene (Hakomori, 1996;
Livingston, 1998).
1.4.5 Ganglioside in Mikrodoma¨nen
Die Asymmetrie der Plasmamembran wird unter anderem durch die Anordnung
der Glykosphingolipide auf der extrazellula¨ren Seite der Zellmembran hervorge-
rufen. In den letzten Jahren wurden vermehrt Untersuchungen zur Aufkla¨rung
ihrer Membranverankerung und -verteilung im Zusammenhang mit ihrer Funktion
durchgefu¨hrt. Es wurde das Modell entwickelt, daß die Glykolipide sich zu soge-
nannten Mikrodoma¨nen oder auch Rafts mit heterogener Verteilung von Glyko-
proteinen und Glykolipiden zusammenlagern (Vyas et al., 2001; Hooper, 1998;
Simons & Ikonen, 1997). Diese Strukturen haben die Eigenschaften, daß sie in
Detergenzien3 unlo¨slich sind, aus dicht gepackten Sphingolipiden und Cholesterol
bestehen und einen hohen Anteil an Proteinen mit Signaltransduktions-Funktion
besitzen (Prieschl & Baumruker, 2000; Ilangumaran et al., 2000). Die Er-
gebnisse einer Vielzahl von Untersuchungen stu¨tzen die Annahme, daß je nach
Aktivita¨tsstatus der Zelle die Zusammensetzung der Doma¨nen variiert. Die zur
Signaltransduktion befa¨higten Moleku¨le in den Mikrodoma¨nen ko¨nnen aus den sie
3z.B. Triton X-100, bei 4◦C
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Epitop Saccharidstruktur
Galβ1—4GlcNAcβ1—3Galβ1—4GlcNAcβ1—3Galβ—R
sLex | |
|
α2,3
|
α1,3
Neu5Ac Fuc
Galβ1—4GlcNAcβ1—3Galβ1—4GlcNAcβ1—3Galβ—R
VIM-2 | |
|
α2,3
|
α1,3
Neu5Ac Fuc
umgebenden Membranarealen die fu¨r ihre Funktion essentiellen Moleku¨le rekru-
tieren. Das heißt zum einen, daß die Mikrodoma¨nen keine homogene Verteilung
der Einzelkomponenten aufweisen und zum anderen, daß die Membranbestandtei-
le eine zielgerichtete Beweglichkeit aufweisen mu¨ssen (Prieschl & Baumruker,
2000).
Durch Untersuchungen mit hydroxylierten und nicht-hydroxylierten Sphingoli-
piden konnte gezeigt werden, daß sich die Kondensation der Moleku¨le in Mikro-
doma¨nen stabilisierend gegenu¨ber osmotischem Stress und Detergenzien auswirkt
(Karlsson, 1998).
1.4.6 Ganglioside als Selektin-Rezeptormoleku¨le
Die Funktion membransta¨ndiger GSL als Zelloberfla¨chen-Rezeptoren wurde als
erstes von Hakomori et al. (1981) beschrieben. Durch Untersuchungen an Gra-
nulozyten konnte 1989 von Ohmori et al. festgestellt werden, daß Granulozyten
sLex-Epitope mit Rezeptorfunktion fu¨r das Zelladha¨sionsmoleku¨l E-Selektin auf
ihrer Zelloberfla¨che exprimieren. Spa¨ter zeigten Untersuchungen von Mu¨thing
et al. (1996a), daß fukosylierte Ganglioside der Neolaktoserie mit Poly-N -Acetyl-
laktosaminylketten von humanen Granulozyten exprimiert werden. Die Ceramid-
Komponenten konnten als C18-Sphingosin und Fettsa¨uren der Kettenla¨nge C16
und C24 identifiziert werden. Immunologische Testverfahren zeigten, daß es sich
bei den Oligosacchariden um Epitope mit sLex- und VIM-2-Struktur handelt.
Promyelozytische Zellen sind in der Lage, durch Stimulation in Granulozyten-
oder Monozyten-a¨hnliche Zellen auszudifferenzieren. Studien zur Charakterisierung
der Gangliosidstrukturen der promyelozytischen HL-60 Leuka¨miezellinie, sowie
von Leukozytenzellen haben gezeigt, daß GSL beider Zelltypen keine Gangliosi-
de der Neolaktoserie mit sLex-Epitop aufweisen, sofern der Oligosaccharidanteil
Kettenla¨ngen von sechs bis zehn Monosacchariden besitzt (Stroud et al., 1996a
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und 1996b). Demnach sollten Ganglioside von Leukozyten und HL-60 Zellen kei-
ne Strukturen mit E-Selektin-Rezeptorfunktion und nLc6- bis nLc10-Grundgeru¨st
besitzen.
1.5 Aufgabenstellung
Aus den in der Literatur verfu¨gbaren Daten ist bisher erst wenig u¨ber die ex-
akten Strukturen von E-Selektin-bindenden Rezeptoren bekannt. Zuna¨chst wur-
den fu¨r die drei bekannten Selektine (L-, E- und P-Selektin) Proteine identifi-
ziert, die die Fa¨higkeit zur Adha¨sion zeigten (Varki, 1994). Das Hauptepitop
des E-Selektin-Rezeptors ESL-1 konnte als das Tetrasaccharid sLex (Neu5Acα2-
3Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc) charakterisiert werden (Steegmaier et al., 1997).
Da auch Glykolipide humanen Ursprungs diese Struktur tragen, stellt sich nun
die Frage, ob auch sie in der Lage sind, als E-Selektin-Rezeptoren zu fungieren.
Als Ausgangsmaterial standen Gangliosid-Fraktionen von einer Pra¨paration hu-
maner Granulozyten zur Verfu¨gung (HGG-Fraktionen). Die Fraktion mit den
als kurzkettig bezeichneten Gangliosiden enthielt hauptsa¨chlich die Ganglioside
GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6. Die weiteren
Fraktionen bestanden aus komplexen Gemischen von fukosylierten und nicht-
fukosylierten Gangliosiden mit Poly-N -Acetyllaktosaminylketten, die als langket-
tige Strukturen bezeichnet wurden. Sie sollten isoliert und charakterisiert werden.
Es sollte zuna¨chst der analytische Nachweis erbracht werden, daß diese HGG-
Fraktionen Ganglioside mit sLex-Epitopen besitzen. Anschließende Untersuchun-
gen sollten zeigen, daß diese sLex-Epitope an das Protein E-Selektin binden.
Eine Hauptaufgabe dieser Arbeit war die strukturelle Charakterisierung der
Ganglioside mit E-Selektin-Rezeptorfunktion. Sie sollten im wesentlichen durch
Chromatographie getrennt und weiterhin mit den sich erga¨nzenden Methoden des
Immun-Overlay Verfahrens und der Massenspektrometrie untersucht werden.
Die strukturelle Charakterisierung kann in folgende Abschnitte unterteilt werden:
− Optimierung des Du¨nnschichtchromatographie-Laufmittels fu¨r die Trennung
von langkettigen Gangliosiden mit Poly-N -Acetyllaktosaminyl-Grund-
strukturen,
− Endoglykoceramidase Spaltung von HGG-Gangliosiden mit anschließender
Trennung und Aufreinigung der Spaltprodukte,
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− Immun-Overlay Tests mit den sLex-spezifischen monoklonalen Antiko¨rpern
CSLEX1 und KM93 sowie der E-Selektin-IgG Chima¨re,
− weitere Immun-Overlay Tests mit dem CDw65 Antiko¨rper gegen VIM-2 und
mit Antiseren gegen Ganglioside mit den terminalen isomeren Strukturen
Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R und Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-R,
− Flu¨ssigchromatographie (LC) und hochauflo¨sende Flu¨ssigchromatographie
(HPLC) im pra¨parativen Maßstab zur Gewinnung von mit sLex-Gangliosi-
den angereicherten Fraktionen,
− pra¨parative Du¨nnschichtchromatographie und chromatographische Reini-
gung der erhaltenen Gangliosid-Einzelfraktionen,
− Massenspektrometrie zur Strukturaufkla¨rung der Gangliosid-Fraktionen.
Neben der strukturellen Charakterisierung bestand eine weitere Hauptaufgabe
dieser Arbeit darin, den funktionalen Nachweis zu erbringen, daß E-Selektin-
bindende Ganglioside auch mit E-Selektin-exprimierenden Zellen interagieren und
daß die zellula¨re Bindung durch die Wechselwirkung zwischen sLex-Gangliosiden
und dem Zelloberfla¨chenmoleku¨l E-Selektin bewirkt wird. Die auf der Gangliosid-
E-Selektin Bindung beruhende Adha¨sion sollte hauptsa¨chlich mit CHO-E Zellen
nachgewiesen werden, die konstitutiv E-Selektin auf ihrer Oberfla¨che exprimieren.
Fu¨r diesen funktionalen Nachweis mußten folgende Voraussetzungen geschaffen
werden:
1. Entwicklung eines auf Mikrotiterplatten basierenden Testverfahrens, mit
dem die Zelladha¨sion an Gangliosid-Mischungen nachweisbar und quantifi-
zierbar ist, und
2. Etablierung eines Zelladha¨sionsverfahrens zur Detektion von Zellbindungen
an HPTLC-getrennten Gangliosiden.
Die Lokalisation gebundener Zellen sollte mit Antiko¨rpern und unter Zuhilfenah-
me eines Viabilita¨tstestes erfolgen. Fu¨r die Zelladha¨sionsmethoden sollte ein An-
wendungsspektrum erarbeitet werden, wobei die Leistungs- und Ausbaufa¨higkeit
dieser Systeme aufgezeigt werden sollte durch
(a) konzentrationsabha¨ngige kompetitive Inhibition der E-Selektin Bindung mit
dem monoklonalen Antiko¨rper CSLEX1,
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(b) enzymatische Desialylierung der Ganglioside mit einer Neuraminidase auf der
HPTLC-Platte zur Unterdru¨ckung der E-Selektin vermittelten Zelladha¨sion,
(c) Untersuchung des Gangliosid-Bindungsvermo¨gens durch prima¨re Zellen (HU-
VEC), die das E-Selektin transient exprimieren.
Mit den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten biochemischen und zellkulturtechnischen
Verfahren sollte der auf Strukturuntersuchungen und Funktionsstudien beruhen-
de Nachweis erbracht werden, daß Ganglioside mit sLex-Epitopen tatsa¨chlich
E-Selektin-Rezeptoren darstellen.
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Material und Methoden
Alle im folgenden erwa¨hnten Chemikalien und Reagenzien sind in der Qualita¨t
p.a. verwendet worden. Die Lo¨sungsmittel wurden in der ho¨chsten Reinheitsstu-
fe (HPLC-grade) eingesetzt. Chloroform (C) und Methanol (M) wurden direkt
vor dem Gebrauch mit einer Vigreux-Kolonne destilliert, wobei das Chloroform
zur Stabilisierung mit einem 0,4%-igen Methanolanteil versetzt wurde. Das Was-
ser (W) entsprach ebenfalls den Anforderungen ho¨chster Reinheit (Filter und
Ionenaustauscher-Anlage Milli-Q, Millipore, MA, USA). Ganglioside wurden stets
in Methanol-gereinigten Pyrex-Glasro¨hrchen1 mit PTFE-Dichtungen in den Ver-
schlußkappen aufbewahrt. Die Lagerung der Gangliosidproben erfolgte bei -20◦C.
Wa¨hrend der Handhabung wurden die Proben in einem Eisbad geku¨hlt.
Soweit nicht anders erwa¨hnt, wurden die Chemikalien von Sigma-Aldrich GmbH
(Deisenhofen, D) bezogen. Die Mischungsverha¨ltnisse von Lo¨sungsmitteln und
anderen Chemikalien werden in Volumenanteilen angegeben.
2.1 Fehlerbetrachtung
Durch statistische Methoden ist es mo¨glich, unterschiedliche Detektionsverfahren
fu¨r Ganglioside miteinander zu vergleichen. Es konnten so z.B. Gemeinsamkeiten
in den Detektionsmustern von Antiko¨rpern gegen Gangliosidstrukturen quan-
tifiziert und untereinander verglichen werden. Die einzelnen Werte sind nicht
voneinander abha¨ngig, d.h. es ko¨nnen nicht-parametrische Verfahren angewen-
det werden. Die Berechnungen wurden unter der Annahme durchgefu¨hrt, daß die
Gesamtheit der Meßwerte nicht einer Normalverteilung entsprechen mu¨ssen.
1Art.-Nr. 99449-13, Dunn Labortechnik GmbH, Asbach, D
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Der Mittelwert und die Standardabweichung sind charakterisierende Maßzahlen
und Kenngro¨ßen fu¨r metrische Daten. Der arithmetische Mittelwert einer Stich-
probe berechnet sich nach der folgenden Formel:
x =
∑
xi
n
,
xi = Meßwert, mit i = 1, 2, 3, . . . , n,
n = Anzahl der Messungen.
Die Streuung der Daten um diesen Mittelwert ist die Standardabweichung:
s =
√√√√∑ (xi − x)2
n − 1
.
2.1.1 Wilcoxon Paardifferenz-Test
Allen nicht-parametrischen Verfahren liegt die Einteilung der Meßwerte in Ra¨nge
zugrunde. Hierbei werden die zu vergleichenden Werte in aufsteigender Gro¨ße
der Meßwerte mit den Zahlen (R, Ra¨ngen) von 1 bis n belegt (n =Anzahl der
Meßwerte). Gleich großen Betra¨gen sind mittlere Rangzahlen zuzuordnen.
Zur Beurteilung der Wertepaar-Differenzen wird zuna¨chst die Nullhypothese H0
angenommen. Bei der Annahme der Nullhypothese geht man davon aus, daß
Unterschiede der beiden Meßwerte eines Wertepaares zufallsbedingt sind. Wird
die Nullhypothese abgelehnt, so ko¨nnen die Differenzen zwischen den Meßwer-
ten eines Wertepaares als signifikant betrachtet werden. H0 kann nicht statistisch
bewiesen werden. Aufgrund der Ergebnisse kann die Nullhypothese entweder an-
genommen oder fu¨r unwahrscheinlich erkla¨rt werden.
Zum Vergleich von zwei Meßreihen werden die Meßwerte jeder Meßreihe zuna¨chst
in Ra¨nge eingeteilt. Die korrespondierenden Ra¨nge eines Meßwertepaares werden
als Rangpaar bezeichnet. Die Paardifferenzen di der Rangpaare werden gebildet.
Sie tragen das Vorzeichen ihrer zugeho¨rigen Differenz. Mit Ausnahme von di = 0
werden sie in aufsteigender Rangordnung der Gro¨ße ihrer Betra¨ge nach sortiert.
Man erha¨lt positive (RP ) und negative (RN) Rangzahlen, deren Summen mitein-
ander verglichen werden.
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Die Kontrolle fu¨r eine richtige Rangeinteilung berechnet sich nach:
RP + RN =
∑ n(n+ 1)
2
,
RP =positive Rangsumme,
RN =negative Rangsumme,
n =Anzahl der Paardifferenzen.
Die Nullhypothese H0 ist zu verwerfen, wenn eine der Rangsummen R kleiner
oder gleich dem kritischen Wert, der Signifikanzschranke Rn/α ist (α=Irrtums-
wahrscheinlichkeit; Tabellenwert der Signifikanzschranken siehe LozA´n &
Kausch, 1998).
2.1.2 Spearman Rangkorrelationsverfahren
Aufgabe der Regressionsanalyse ist es, einen bestehenden Zusammenhang zweier
Meßreihen durch ein geeignetes Modell zu beschreiben. Zur Beurteilung nicht-
parametrischer Zusammenha¨nge wird die Rangkorrelation nach Spearman an-
gewendet.
Bei der Berechnung werden die Werte beider Meßreihen durch Rangzahlen ersetzt.
Man bildet die Differenz di der Rangpaare und anschließend die Summe ihrer
Quadrate D2. Der Rangkorrelationskoeffizient rs berechnet sich nach folgender
Formel:
rs = 1−
6D2
n(n2 − 1)
,
n = Anzahl der Rangpaare,
D2 =
∑
d2i Summe der Rangdifferenzen zum Quadrat.
Ist rs ≥ rs(n/α), dann liegt eine abgesicherte Korrelation der betrachteten Werte-
paare vor (statistischer Zusammenhang, mit α=gewa¨hlte Irrtumswahrscheinlich-
keit). Fu¨r eine Tabelle der Signifikanzschranken siehe LozA´n & Kausch (1998).
rs kann Werte zwischen −1 und +1 annehmen. Wenn der Rangkorrelationskoeffi-
zient gleich eins ist, dann liegt zwischen den betrachteten Meßreihen ein absoluter,
funktionaler Zusammenhang vor.
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2.2 Gangliosid-Isolierung
Die Ausgangsfraktionen der Ganglioside wurden von Herrn PD Dr. J. Mu¨thing
zur Verfu¨gung gestellt.
Der folgende Textabschnitt gibt einen kurzen U¨berblick u¨ber die Verfahren der
Aufreinigung, denen die zur Verfu¨gung gestellten Proben bereits unterzogen wor-
den waren. Weiterfu¨hrende Erkla¨rungen sind den angegebenen Literaturstellen
zu entnehmen.
Die Isolierung von GSL erfolgte aus einer mit Granulozyten angereicherten Leu-
kozytenpra¨paration. Diese wurde aus humanen Vollblutreserven mit dem Stabi-
lisator ACD-AG (Natriumzitrat, Zitronensa¨ure, Glukose, Adenin und Guanin)
erhalten. Nach Zentrifugation dieser Vollblutreserve erha¨lt man eine Schicht, die
Leukozyten und Thrombozyten entha¨lt und als buffy coats bezeichnet wird. Zur
weiteren Aufarbeitung wurde diese Schicht verwendet (Mu¨thing et al., 1993b
und 1996a). Die Zellen wurden mit den Lo¨sungsmittelgemischen C/M (2/1) und
(1/2) extrahiert und die Extrakte bis zur Trockne eingeengt. Anschließend wurde
eine Folch-Verteilung durchgefu¨hrt (Folch et al., 1957) und die Oberphase einer
Anionenaustausch-Chromatographie unterzogen.2 Das Gangliosid-haltige Eluat
(0,45 M NH4OAc in M) wurde eingeengt, durch Dialyse entsalzt und Phospholi-
pide und weitere Bestandteile durch milde Alkalihydrolyse verseift (Mu¨thing et
al., 1987). Nach Neutralisierung und erneuter Dialyse wurde eine Normalphasen-
chromatographie durchgefu¨hrt (Iatrobeads mit den Eluaten C/M (85/15), (3/1),
(2/1), (1/2) und Methanol; Ueno et al., 1978).
Die Bezeichnung der Eluate erfolgte gema¨ß ihrer Elution von JM07/7-1 bis JM07/
7-4. Die Gangliosidfraktionen wurden nach Abrotieren in definierten Konzentra-
tionen im Lo¨sungsmittelgemisch C/M (2/1) aufgenommen. Bei den Fraktionen
JM07/7-3 und JM07/7-4 setzte sich ein Sediment ab, das nach Abtrennung durch
Zentrifugation im Lo¨sungsmittel M/W (1/1) aufgenommen wurde. Diese Frak-
tionen wurden mit JM07/7-3S und JM07/7-4S (S = Sediment) bezeichnet und
zeichnen sich dadurch aus, daß sie hauptsa¨chlich aus Gangliosiden bestehen, die
Saccharidketten mit mindestens sechs Monosacchariden besitzen. Die Strukturen
mit Saccharideinheiten > nLc6 werden im weiteren als langkettige Ganglioside
bezeichnet.
2DEAE Sepharose CL-6B, Pharmacia Fine Chemicals, Freiburg, D
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2.3 Trennung langkettiger Ganglioside
Die hochauflo¨sende Flu¨ssigchromatographie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) wird, im Gegensatz zur klassischen Flu¨ssigchromatographie
(LC, Liquid Chromatography), mit druckbesta¨ndigen Partikeln im unteren Mikro-
meter-Bereich (3µm bis 10µm) durchgefu¨hrt und ermo¨glicht dadurch eine schnel-
le und hochauflo¨sende Auftrennung von Proben (gey, 1998).
Weitere Methoden zur Trennung von Mischungen langkettiger Ganglioside wur-
den entweder mittels LC in Glassa¨ulen unter hydrostatischem Druck oder mit
einer HPLC-Anlage der Firma Gilson-Abimed3 durchgefu¨hrt.
Vor der Trennung mittels HPLC wurden die Puffer und Lo¨sungsmittel unter
Wasserstrahlpumpenvakuum entgast.
HPLC-Anlage, Gilson-Abimed
Komponente Typenbezeichnung
Pumpen M303 (3 Stu¨ck)
Hochdruckmischkammer M811
Fraktionssammler M202
Controller 715, V1.20
Software Gilson-Sys, V2.11
Aufgabeventil Rheodyne 7125, manuell
5 mL Probenschleife
2.3.1 Normalphasen-LC (Iatrobeads)
Adsorptionschromatographische Trennungen sind durch eine ho¨here Polarita¨t der
stationa¨ren Phase (Adsorbens) im Vergleich zur mobilen Phase gekennzeich-
net. Sie sind die urspru¨ngliche Form der Normalphasen-Flu¨ssigchromatographie
(Normalphasen-LC). Die Adsorbentien sind durch aktive Zentren auf ihrer Ober-
fla¨che gekennzeichnet. Beim Silikagel handelt es sich hierbei um freie Silanolgrup-
pen an Partikeln mit kugela¨hnlicher Gestalt. Probenmoleku¨le ko¨nnen mit den Ad-
sorbentien durch Wasserstoffbru¨ckenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen,
induzierte Dipole sowie pi-Komplexbindungen interagieren (gey, 1998).
3Analysen-Technik GmbH, Langenfeld, D
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Tabelle 2.1: Iatrobeads-Adsorptionschromatographie.
Arbeitsvorgang Schritt Volumena Lo¨sungsmittel Eluate
Konditionierung 1 4× C
2 4× C/M (1/1)
3 4× C/M (85/15)
Probenapplikation C/M (85/15)
Elution 1 6× C/M (85/15) E1
2 6× C/M (4/1) E2
3 6× C/M (3/1) E3
4 6× C/M (2/1) E4
5 6× C/M (1/1) E5
6 6× C/M (1/2) E6
7 6× M E7
Regeneration 1 4× C/M/2,5 N NH4OHaq.
(30/60/10)
2 4× C/M/W (30/60/10)
aDie Volumina ergeben sich aus dem ×-fachen des jeweiligen Sa¨ulenbettvolumens.
Durch die klassische Methode der Adsorptionschromatographie werden Ganglio-
sidgemische aufgrund der Polarita¨ts-Differenzen ihrer Oligosaccharid-Ketten in
Einzelkomponenten getrennt.
Material
Die Ganglioside wurden durch Chromatographie mit Iatrobeads 6RS-8060-Silikat4
als stationa¨rer Phase in Glassa¨ulen (Gro¨ße 250mm×15mm, kleine Sa¨ule oder
600mm×50mm, große Sa¨ule mit Teflonventil) getrennt (Ueno et al., 1978).
Durchfu¨hrung
Das in Chloroform aufgeschla¨mmte poro¨se Sa¨ulenmaterial wurde als Gelbett in
die Sa¨ulen gefu¨llt und gema¨ß Tabelle 2.1 konditioniert, eluiert und regeneriert.
Dazu wurden 20 mL (kleine Sa¨ule) oder 300 mL (große Sa¨ule) in die Glassa¨ulen
langsam einpipettiert. U¨ber dem Gelbett befand sich jeweils noch das dreifache
Volumen des Gelbettes als Flu¨ssigkeitsreservoir.
4Macherey & Nagel GmbH, Du¨ren, D
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Die nach der Chromatographie erhaltenen Eluate wurden unter Wasserstrahlpum-
penvakuum am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und in definierten
Volumina C/M (2/1) wieder aufgenommen.
2.3.2 Anionenaustausch-Chromatographie (TMAE und DEAE)
2.3.2.1 HPLC mit TMAE Fractogel
Fu¨r die Anionenaustauschchromatographie werden stationa¨re Phasen verwendet,
die an ihrer Oberfla¨che positive Ladungen tragen. Dies sind kationische Grup-
pen (Ammonium- oder Amino-Gruppen), die kovalent oder elektrostatisch an
das Ionenaustauscherharz oder -gel gebunden sind. Die Ladungen am Ionenaus-
tauscher werden durch entgegengesetzt geladene, bewegliche Ionen besetzt und
wa¨hrend der Chromatographie von anionischen Probenmoleku¨len verdra¨ngt. Aus
sterischen Gru¨nden ko¨nnen jedoch komplexere Probenmoleku¨le oft nicht an die
Aminogruppen binden, weshalb langkettige Abstandshalter (Alkanketten), so-
genannte spacer, zwischen Matrix und funktioneller Gruppe eingefu¨gt werden.
Durch eine pH-Wert-A¨nderung oder einen Anstieg des Salzgehaltes der mobilen
Phase werden die gebundenen Probenmoleku¨le gema¨ß ihrer Ionensta¨rke wieder
eluiert. Die elutrope Reihe eines Anionenaustauschers korreliert mit den Reten-
tionszeiten der Anionen (Gey, 1998).
Die Retentionszeit bei der Anionenaustausch-Chromatographie steigt mit folgen-
den Anionen:
Sulfat < Oxalat < Nitrat < Phosphat < Chlorid < Acetat < Hydroxid.
Material
Als Anionenaustauschmatrix wurden fertig gepackte Chromatographiesa¨ulen mit
Fractogel EMD TMAE-650 (S)5 in Superformance-Glaskartuschen verwendet.
TMAE steht fu¨r die funktionelle Gruppe Trimethylaminoethyl. Die Matrix, ein
Copolymerisat organischer Herkunft, ist ein starker Anionenaustauscher mit ei-
nem stabilen Ladungszustand, der u¨ber einen weiten pH-Bereich reicht. (S) be-
zeichnet die Partikeldurchmesser von 25µm bis 40µm. Fu¨r die Auftrennung lang-
kettiger Ganglioside im pra¨parativen Maßstab wurde eine HPLC-Sa¨ule mit den
Ausmaßen 50mm×10 mm (5 mL Volumen) verwendet. Die Sa¨ule wurde mit Pro-
benmengen von bis zu 25 mg beladen (Merck, Produktinformation; Heitmann,
1998) und mit einer Flußrate von 0,5mL/min betrieben.
5Art.-Nr. 16883.0050, E. Merck, Darmstadt, D
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Tabelle 2.2: Gradient fu¨r die TMAE-Fractogel Trennung.
Zeit Fluß A B C
[min] [mL/min] [%] [%] [%]
0 0,0 100 0 0
3 0,5 100 0 0
210 0,5 100 0 0
220 0,5 0 100 0
247 0,5 0 100 0
370 0,5 0 90 10
450 0,5 0 75 25
490 0,5 0 0 100
546 0,5 0 0 100
547 0,0 0 0 100
A: C/M/W (30/60/8), B: Methanol, C: 1 M NH4OAc in Methanol. Die Fraktionierung
erfolgte ab t = 247 min in 2 mL Volumeneinheiten.
Die fu¨r die Trennung verwendeten Puffer und Lo¨sungen wurden mit Tris (Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan6), NaCl7 und Eisessig8 angesetzt.
Puffer und Lo¨sungen
NaCl/Tris-Puffer 0,2 M Tris
0,5 M NaCl
in Wasser, pH 8,5
Acetat-Lo¨sung 1 M CH3COOH
in Wasser
Durchfu¨hrung
Das Sa¨ulenmaterial wurde zuerst in die Acetatform u¨berfu¨hrt. Hierzu wurde mit
je acht Sa¨ulenbettvolumina Wasser, NaCl/Tris-Puffer, Acetat-Lo¨sung, Wasser
und Methanol gewaschen. Die A¨quilibrierung des Ionenaustauschers erfolgte mit
6United States Biochemicals, OH, USA
7Baker Analysed Reagent, Deventer, NL
8ca. 98%, Fisher Scientific Limited, UK
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Tabelle 2.3: DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie.
Arbeitsvorgang Schritt Volumena Lo¨sungsmittel Eluate
Aktivierung 1 30 × W
2 10 × 0,5 M NaOH(aq.)
3 30 × W bis zur Neutralita¨t
4 10 × 0,5 M HOAc(aq.)
5 30 × W bis zur Neutralita¨t
Lagerung C/M/0,8 M NaAc(aq.)
Packen der Sa¨ule
Konditionierung 20 × C/M/W (30/60/8)
Probenauftrag in C/M/W (30/60/8)
Elution 1 20 × C/M/W (30/60/8) e
2 10 × M c
E 1b
3 15 × 0,45 M NH4OAc(M) E 2
4 10 × 0,9 M NH4OAc(M) E 3
aDie in der Tabelle angegebenen Volumina beziehen sich auf Vielfache des Sa¨ulenbettvolu-
mens. bDer Durchlauf und das Methanol-Eluat wurden zu Eluat E1 vereinigt.
neun Sa¨ulenbettvolumina C/M/W (30/60/8). Der Gradient fu¨r die Trennung ist
in Tabelle 2.2 dargestellt.
2.3.2.2 LC mit DEAE
Diethylaminoethyl-Sepharose (DEAE-Sepharose) besitzt positiv geladene funk-
tionelle Gruppen, die an eine Sepharose-Matrix gebunden sind. Sie bilden einen
Polyelektrolyten mit schwach basischer Anionenaustausch-Qualita¨t. An diesen
adsorbieren negativ geladene (saure) Verbindungen wie z.B. Ganglioside. Nach
der Bindung an das Sa¨ulenmaterial eluieren ungeladene Bestandteile des Ge-
misches im Durchlauf. Die geladenen Bestandteile ko¨nnen anschließend durch
Erho¨hung der Ionensta¨rke in der flu¨ssigen Phase eluiert werden.
Diese Methode der Anionenaustausch-Chromatographie wurde zur Aufreinigung
der durch pra¨parative Du¨nnschichtchromatographie gewonnenen Ganglioside ein-
gesetzt (siehe Abschnitt 2.4.6).
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Durchfu¨hrung
Die Aktivierung des Anionenaustauschmaterials sowie die Konditionen der Elu-
tion sind in Tabelle 2.3 wiedergegeben. Die Gangliosidfraktionen der pra¨parativen
Du¨nnschichtchromatographie (siehe 2.4.6) wurden durch Chromatographie mit
1 mL DEAE-Sa¨ulenmaterial (DEAE CL-6B9) pro Fraktion vom gelo¨sten Chro-
mophor befreit. Hierzu wurden die Extrakte auf das Gelbett in einer Glassa¨ule
(0,5 cm Sa¨ulenquerschnitt, 8 cm Ho¨he) gegeben.
2.3.3 Umkehrphasen-Chromatographie (Nucleosil C18 und
SepPakC18)
2.3.3.1 HPLC mit Nucleosil C18
Eine Trennung von Substanzen mit aliphatischen Seitenketten kann aufgrund
hydrophober Interaktion mit dem Chromatographie-Tra¨germaterial erfolgen. Bei
der Umkehrphasenchromatographie (RPC, Reversed Phase Chromatography) be-
steht die Matrix aus Alkylgruppen unterschiedlicher La¨nge (z.B. Octadecyl-Grup-
pen, C8 oder Decaoctadecyl-Gruppen, C18), die kovalent mit einem Tra¨germate-
rial verbunden sind. Eine Elution der applizierten Substanzen von diesem Tra¨ger-
material erfolgt durch Zugabe organischer Lo¨sungsmittel steigender Hydropho-
bizita¨t. Das Assoziationsbestreben ist vom Hydratisierungsgrad und den solvati-
sierten Salzen abha¨ngig. Eine Reihenfolge von Kationen und Anionen hinsichtlich
ansteigender Affinita¨t zur Stabilisierung der hydrophoben Wechselwirkungen geht
aus den folgenden Reihen hervor (Gey, 1998).
Zunehmende Affinita¨t fu¨r hydrophobe Wechselwirkungen ist gegeben durch fol-
gende Reihen der Ionen
Kationen: Ca2+ < Mg2+ < Li+ < Na+ < K+ < NH2+4 ,
Anionen: I− < NO−3 < Br
− < Cl− < CH3COO
− < SO2−4 < PO
3−
4 .
Material
Mit der Methode der RPC konnten Gangliosidmischungen mit unterschiedlicher
Fettsa¨urezusammensetzung getrennt werden. An die HPLC-Anlage wurde eine
RP18-Sa¨ule10 der Gro¨ße 250 mm×4 mm (20mL) angeschlossen.
9Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, SE
10Nucleosil 100-7 C18, Art.-Nr. 715002, Macherey & Nagel, Du¨ren, D
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Tabelle 2.4: Gradient fu¨r die RP18-HPLC.
Zeit Fluß A B
[min] [mL/min] [%] [%]
0 0,0 90 10
1 1,0 90 10
20 1,0 90 10
120 1,0 100 0
150 1,0 100 0
151 0,0 100 0
A: Methanol, B: Wasser. Die Fraktionierung erfolgte u¨ber den gesamten Zeitraum in 1 mL
Volumeneinheiten.
Durchfu¨hrung
Eine Konditionierung des RP18-Sa¨ulenmaterials erfolgte mit fu¨nf Sa¨ulenbettvolu-
mina Methanol. Die A¨quilibrierung der Sa¨ule wurde mit zehn Sa¨ulenbettvolumina
M/W (90/10) durchgefu¨hrt. Vor der Chromatographie wurden die Gangliosid-
Proben bis zur Trockne eingeengt, in dem Lo¨sungsmittelgemisch M/W (90/10)
aufgenommen und auf HPTLC-Platten appliziert. Alle Schritte wurden mit einer
Flußrate von 1 mL/min durchgefu¨hrt. Eine Trennung aufgrund der unterschied-
lichen Fettsa¨uren der Ganglioside wurde durch abnehmenden Wassergehalt in
Methanol durchgefu¨hrt. Der Gradient fu¨r die Trennung ist in Tabelle 2.4 be-
schrieben.
2.3.3.2 LC mit SepPakC18
Die Entsalzung der Ganglioside der pra¨parativen HPTLC nach der Anionenaus-
tauschchromatographie mit DMAE (siehe Abschnitt 2.3.2.2) wurde durch Um-
kehrphasenchromatographie mit RP18-Material11 durchgefu¨hrt.
Durchfu¨hrung
Die Einzelgangliosidfraktionen (siehe Abschnitt 2.3.2.2) wurden unter Wasser-
strahlpumpenvakuum am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und
dann in je 2 mL KCl-Lo¨sung (0,88% in Wasser) durch Ultraschall gelo¨st. Das
11SepPak C18, Waters, Milford, MS, USA
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Tabelle 2.5: RP18-Umkehrphasenchromatographie mit SepPakC-18.
Arbeitsvorgang Schritta Lo¨sungsmittel Eluate
Konditionierung 1 C/M (1/2)
2 M
3 W
4 0,88% KCl (aq.)
Probenauftrag in 0,88% KCl (aq.)
Elution 1 0,88% KCl(aq.) E 1
2 W E 2
3 M/W (70/30) E 3
4 M E 4
5 C/M (2/1) E 5
aAlle in der Tabelle angegebenen Schritte sind mit dem Zehnfachen des Sa¨ulenbettvolumens
durchgefu¨hrt worden.
Gelbett wurde in 1,2mL Volumina in kleine Glassa¨ulen gefu¨llt (10 cm×0,3 cm).
Tabelle 2.5 faßt die Einzelschritte der Chromatographie zusammen. Die reinen
Gangliosid-Einzelfraktionen wurden in Eluat 4 erhalten.
2.3.4 Adsorptions-HPLC (LiChrosorb Si60)
Die Trennung der Ganglioside kann nach deren Adsorption an eine stationa¨re Kie-
selgelmatrix (z.B. Silikagel 60) und anschließender Elution mit einem Polarita¨ts-
gradienten erfolgen (Normalphasen-Chromatographie, siehe Abschnitt 2.3.1). Da-
bei adsorbieren die Ganglioside an das Silikagel und werden mit einem organischen
Lo¨sungsmittelgemisch steigender Polarita¨t entsprechend ihrer unterschiedlichen
Polarita¨t und Affinita¨t eluiert.
Material
Zur Trennung der Ganglioside durch Adsorptionschromatographie wurde an die
HPLC-Anlage eine Kieselgel-60 Sa¨ule12 der Gro¨ße 250mm×4mm (20mL) ange-
bracht.
12Hibar LiChrosorb Si60, ®5 µm, Art.-Nr. 50388, E. Merck GmbH, Darmstadt, D
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Tabelle 2.6: Gradient fu¨r die Adsorptionschromatographie mit LiChrosorb Si 60.
Zeit Fluß A B C
[min] [mL/min] [%] [%] [%]
0 0,0 82,6 16,4 1,0
1 1,0 82,6 16,4 1,0
20 1,0 82,6 16,4 1,0
300 1,0 40,0 50,0 10,0
400 1,0 45,1 42,3 12,6
401 0,0 45,1 42,3 12,6
A: Chloroform, B: Methanol, C: Wasser. Die Fraktionierung erfolgte u¨ber den gesamten
Zeitraum in 1 mL Volumeneinheiten.
Durchfu¨hrung
Das Spu¨len der Kieselgel-60 Sa¨ule erfolgte mit je 10 Sa¨ulenbettvolumina Chlo-
roform, Methanol und M/W (50/50). Vor der Chromatographie wurde mit 15
Sa¨ulenbettvolumina C/M/W (82,6/16,4/1) a¨quilibriert. Die Gangliosid-Probe
wurde nach dem Einengen am Rotationsverdampfer unter Wasserstrahlpumpen-
vakuum bis zur Trockne in dem Lo¨sungsmittelgemisch C/M/W (82,6/16,4/1)
aufgenommen. Der Gradientenverlauf der Chromatographie ist in Tabelle 2.6 wie-
dergegeben (nach mu¨ndlichen Mitteilungen von Herrn Dr. B. Kniep13).
2.4 Gangliosid-Analytik
2.4.1 Sialinsa¨ure Trennung durch Umkehrphasen-Chromato-
graphie
Eine Quantifizierung der Sialinsa¨uren Neu5Ac und Neu5Gc mittels HPLC wur-
de nach Hara et al. (1987) durchgefu¨hrt. Das Nachweisreagenz reagiert mit α-
Ketosa¨uren zu einem fluoreszierenden, bei 448 nm detektierbaren Produkt. Durch
Vorsa¨ulenderivatisierung mit dem Chromogen 1,2-Diamino-4,5-methylendioxy-
benzoldihydrochlorid (DMB) werden die mit Schwefelsa¨ure aus den Gangliosi-
den freigesetzten Sialinsa¨uren zu fluoreszierenden Derivaten umgesetzt. Die Auf-
trennung der Sialinsa¨ure-Derivate erfolgt durch Umkehrphasenchromatographie
13Institut fu¨r Immunologie, Medizinische Fakulta¨t, Klinikum Carl Gustav Carus,
Technische Universita¨t Dresden, D
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(siehe auch Abschnitt 2.3.3.1) bei nachfolgender Detektion mit einem Fluores-
zenzdetektor.
Material
Die Trennung erfolgte mit einer Umkehrphasen-Sa¨ule14 mit der im folgenden
beschriebenen HPLC-Anlage.15 Als Standards wurden N -Acetylneuraminsa¨ure16
(Neu5Ac) und N -Glykolylneuraminsa¨ure17 (Neu5Gc) in Standardverdu¨nnungs-
reihen von 10 ng bis 100 ng verwendet. Die Derivatisierung der Sialinsa¨uren er-
folgte mit DMB18 in einer wa¨ßrigen Lo¨sung aus β-Mercaptoethanol19 und Natri-
umdithionit.20
Lo¨sung
DMB-Derivatisierungsreagenz 10 mg DMB
d 1 M β-Mercaptoethanol
6 mL
b 18 mM Natriumdithionit
HPLC-Anlage, Kontron (I)
Komponente Typenbezeichnung
HPLC D450
Pumpen 420 (2 Stu¨ck)
Autosampler 465
Detektor Fluoreszenzdetektor SFM 25
RPC-Sa¨ule Supersphere RP18 HPLC
Durchfu¨hrung
Die hydrolytische Abspaltung von Sialinsa¨uren aus Gangliosiden und deren De-
rivatisierung sind in Tabelle 2.7 beschrieben. 20µL-Aliquots der Fluorochrom-
markierten Sialinsa¨uren aus dem Derivatisierungsansatz konnten dann mit der
14Supersphere, Art.-Nr. 1603322, Bischoff-Chromatography, Leonberg, D
15Kontron Instuments, Eichingen, D
16aus der Speicheldru¨se (Schaf), Art.-Nr. A-9646
17aus der Speicheldru¨se (Schwein), Art.-Nr. G-2755
18Art.-Nr. D 4784
19Art.-Nr. M7522
20Art.-Nr. 13551
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Tabelle 2.7: Hydrolytische Spaltung von Sialinsa¨uren aus Gangliosiden und ihre De-
rivatisierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DMB.
Schritt Zeit Temperatur Reagenz
[min] [◦C]
1 Ganglioside zur Trockne einengen
2 90 80 100 µL 25 mM H2SO4
3 4 Probe abku¨hlen lassen
4 150 60 100 µL DMB-Reaktionslo¨sung
5 4 Probe abku¨hlen lassen
(lichtgeschu¨tzt aufbewahren)
oben beschriebenen HPLC-Anlage getrennt werden. Die Trennung der Derivate
erfolgte unter isokratischen Bedingungen bei einer Flußrate von 1,2 mL/min u¨ber
einen Zeitraum von 30 min mit M/Acetonitril/W (9/7/110). Die Detektion der
Derivate wurde mit einem Fluoreszenzdetektor nach Anregung bei 373 nm bei
einer Emissionswellenla¨nge von 448 nm durchgefu¨hrt.
2.4.2 HPTLC Referenzsubstanzen
Gangliosidmischungen aus humanem Hirn und humanen Granulozyten wurden
von Herrn PD Dr. J. Mu¨thing bereitgestellt. Das synthetische sLex mit der Struk-
tur IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc421 und der Laborjournal-Bezeichnung JM07/95 wur-
de in analytischen Mengen von Herrn Prof. Dr. R. R. Schmidt22 zur Verfu¨gung
gestellt.
Als Standard-Ceramid-Mischungen wurden hydroxylierte und nicht-hydroxylierte
Ceramide (Cer(OH) und Cer23) aus Rinderhirn verwendet.
Der Glukose-Oligomerstandard wurde von Herrn Dipl.-Chem. S. E. Kemminer
hergestellt und zur Verfu¨gung gestellt. Dazu wurde Sta¨rke-Pulver bei 150◦C bis
160◦C fu¨r 24 h getrocknet und dann mit Wasser unter Eisku¨hlung versetzt.
Lo¨sliche Bestandteile wurden vom Sediment durch Filtration und Rotations-
verdampfung unter Wasserstrahlpumpenvakuum abgetrennt. Der Rotationsru¨ck-
stand wurde in i-Propanol/Aceton/W (50/40/10) aufgenommen. Eine Zuordnung
21Neu5Acα2-3Galβ1-4 (Fucα1-3)GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc-Cer (C16:0,d18:1), MG=1665 g/mol;
Konzentration=0,5µg/µL; Hummel & Schmidt, 1997 und Toepfer et al., 1995
22Fakulta¨t fu¨r Chemie, Universita¨t Konstanz, D
23Art.-Nr. C-2512 und Art.-Nr. C-2137
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Tabelle 2.8: Referenzsubstanzen fu¨r die HPTLC.
Standard Herkunft Bezeichnung
IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4 synthetisch JM07/95
HBG Hirn Ganglioside (Mensch) HD01/113-a
HGG Granulozyten Ganglioside (Mensch) JM07/7-1
Sta¨rkehydrolysat Kartoffel SKE02/192-1
Cer(OH) Typ IV, aus Hirn (Rind) C-2512
Cer Typ III, aus Hirn (Rind) C-2137
der Banden des HPTLC-getrennten Sta¨rkehydrolysates erfolgte nach Wu¨rsch &
Roulet (1982).
2.4.3 Du¨nnschichtchromatographie (HPTLC)
Eine schnelle und sensitive Methode zur parallelen Analyse von Naturstoffen (z.B.
Ganglioside oder Aminosa¨uren) stellt die Du¨nnschichtchromatographie (HPTLC,
High Performance Thin Layer Chromatography) dar. Je nach Detektions-Verfah-
ren ko¨nnen Ganglioside bis in den Nanomol-Bereich aufgrund ihrer chemischen
Eigenschaften identifiziert und charakterisiert werden (Mu¨thing, 1996c, 1998
und 1999).
Die fu¨r die Du¨nnschichtchromatographie (TLC, Thin Layer Chromatography)
verwendeten Trennsysteme bestehen aus einer stationa¨ren Phase (Chromatogra-
phiematrix), die auf einen festen Tra¨ger gebunden ist. Nach der Probenapplika-
tion werden die Systeme mit einer Seite in das Flu¨ssigkeitsreservoir, die mobile
Phase, getaucht (horizontale oder vertikale Position der Platte ist mo¨glich). Die
flu¨ssige Phase chromatographiert dann durch die Matrix und trennt so verschie-
dene Substanzen der Probe gema¨ß ihrer Verteilungskoeffizienten zwischen der
stationa¨ren und der mobilen Phase auf. HPTLC-Platten haben im Vergleich zu
normalen TLC-Platten kleinere Partikeldurchmesser (TLC: 12 ± 5 µm, HPTLC:
5 ± 2 µm) und zeichnen sich durch eine gro¨ßere Homogenita¨t des Tra¨germateri-
als aus. Dadurch wird mit ihnen ein ho¨heres Auflo¨sungsvermo¨gen bei Substanzen
erreicht, die sich strukturell nur geringfu¨gig voneinander unterscheiden.
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2.4.3.1 HPTLC-Platten
Die verwendeten HPTLC-Platten sind Fertigplatten aus Glas24 der Gro¨ße 10 cm×
10 cm, beschichtet mit Kieselgel-60 in 0,2mm Dicke.
Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu gewa¨hrleisten, wurden die HPTLC-Platten
zur Entfernung von Restwasser fu¨r einen Zeitraum von 40 min auf 120◦C erhitzt25,
danach in einen mit frischem Trockenmittel26 ausgestatteten Exsikkator gegeben
und dort langsam auf Raumtemperatur abgeku¨hlt. Die so aktivierten Platten
verblieben bis zur Applikation der Proben im Exsikkator.
2.4.3.2 Probenapplikation
Die Auftragung der GSL erfolgte halbautomatisch mit den Applikatoren Lino-
mat IV27 und AS3028 mit einer Geschwindigkeit von 5 sec/µL bis 15 sec/µL in
Banden von 5 mm Applikationsbreite und 1 cm Distanz zur unteren Plattenkante.
Die Applikation der Gangliosidproben fu¨r die pra¨parative HPTLC wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 ng/mm bis maximal 3 µg/mm durchgefu¨hrt, da
es bei einer weiteren Erho¨hung der Auftragsmenge zu einer U¨berbeladung der
HPTLC Platte kommt. Die Proben wurden dementsprechend als 80 mm breite
Banden mit dem Linomat IV appliziert.
2.4.3.3 HPTL-Chromatographie
Um eine optimale Auftrennung von Gangliosiden, Oligosacchariden und Cerami-
den zu erreichen, wurden die Proben in den in Tabelle 2.9 angegebenen Laufmit-
teln chromatographiert.
Fu¨r die Chromatographie wurden die HPTLC-Platten in Metallsta¨ndern verti-
kal in die Trogkammern eingebracht, die vor Beginn der Entwicklung mit der
Dampfphase des Laufmittels gesa¨ttigt wurden. Um eine optimale A¨quilibrierung
zu gewa¨hrleisten, wurden die 2-L-Kammersysteme mit Filterpapier29 U-fo¨rmig
ausgekleidet und mit 100 mL Laufmittel u¨ber Nacht inkubiert. Ein Entweichen
24Art.-Nr. 5633, E. Merck GmbH, Darmstadt, D
25Inkubator, Gebr. Rettenberg GmbH, Go¨ttingen, D
26P2O5 mit Feuchtigkeitsindikator, Art.-Nr. P 0679
27CAMAG, Muttenz, CH
28Desaga GmbH, Heidelberg, D
29Chromatographie Papier, 3mm×190mm×400mm, Art.-Nr. 3030690,
Whatman International Ltd., Maidstone, UK
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Tabelle 2.9: U¨bersicht der Zusammensetzung der verwendeten HPTLC Laufmittel
(LM) und ihrer Chromatographiezeiten.
Probe Zeit [min] Abku¨rzung Zusammensetzung
Ganglioside 25 LM 1 C/M/W (120/85/20)
mit 2mM CaCl2
a
Ganglioside 1. 25 LM 1
(Methode fu¨r 2. 140 LM Db n-Prop/W (2/1)
die 2D-HPTLC) mit 11,3M NH3
a
polare Ganglioside 30 LM 2 C/M/W (50/47/14)
mit 5mM CaCl2
a
Oligosaccharide 1. 40 LM A n-Prop/A/W (45/30/25)
2. 40 LM B n-Prop/A/W (50/47/10)
Ceramide 25 LM C C/M (90/10)
Die Mengenverha¨ltnisse sind in Volumeneinheiten angegeben. Zwischen zwei aufeinander-
folgenden Chromatographie-La¨ufen (1. und 2.) wurden die HPTL-Chromatogramme fu¨r 30
min unter O¨lpumpenvakuum getrocknet. aEndkonzentration im Laufmittel, bfu¨r 2D-HPTLC
nach Wiesner & Sweeley (1995) mit Prop: Propanol, A: Aceton.
leicht flu¨chtiger Laufmittelkomponenten wurde durch ein Gewicht von 4 kg auf
dem Kammerdeckel verhindert.
Die Aufbewahrung der HPTL-Chromatogramme erfolgte u¨ber einen kurzen Zeit-
raum im Exsikkator, die Langzeitlagerung wurde bei -20◦C nach Verpackung in
Zellstoff/Aluminiumfolie oder eingeschweißt in Kunststoffolie durchgefu¨hrt. Dies
minimiert den Kontakt der getrennten GSL auf der HPTLC-Platte mit der Luft.
Untersuchungen mit Ozon haben gezeigt, daß selbst Spuren dieses Gases unter
normalen Bedingungen in wenigen Stunden dazu in der Lage sind, Glykolipide zu
oxidieren und ihren Nachweis zu sto¨ren (Jennemann et al., 1997).
2.4.3.4 Gangliosid-Detektion
Um Moleku¨lgruppen der HPTLC-getrennten Ganglioside zu detektieren, wurden
verschiedene Spru¨hreagenzien auf die durch Abdampfen vom Laufmittel befreiten
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Tabelle 2.10: Spru¨hreagenzien und Durchfu¨hrung der Entwicklungen zur Detektion
du¨nnschichtchromatographisch getrennter Ganglioside und Ceramide.
Farbstoff Spru¨hlo¨sung Entwicklung Detektion
Orcin 0,2% in 3 M H2SO4 10 min, 100
◦C 550 nm
3,5-Dihydroxy-
toluol
Resorcin 0,2% in H2O/HClkonz. 15 min
b, 100◦C 580 nm
1,3-Benzyldiol (2/8)a
Anisaldehyd 0,5% in 10 min, 100◦C 560 nm
4-Methoxybenz- M/HOAc/H2SO4,konz.
aldehyd (85/10/8)
NBD 0,003% in Aceton −c 366 nm
4-(N,N-Dihexadecyl-)
amino-7-nitrobenz-
2-oxa-1,3-diazol
amit 0,25mM CuSO4(aq.) (250µL einer 100 mM wa¨ßrigen Stammlo¨sung auf 100 mL),
babgedeckt mit einer Glasplatte, ckann direkt unter UV-Licht detektiert werden.
Chromatogramme gegeben. Dazu wurde die HPTLC-Platte in einem Abzug mit
feinem Reagenziennebel (Druckluftbetrieb) ma¨anderfo¨rmig bespru¨ht. Tabelle 2.10
gibt eine U¨bersicht der Reagenzien sowie eine Methodenbeschreibung fu¨r die Ver-
wendung von Orcin30, Resorcin31 und Anisaldehyd32 nach Jork et al. (1989).
Fu¨r die zersto¨rungsfreie Detektion der getrennten Ganglioside und ihre Isolie-
rung mittels pra¨parativer Du¨nnschichtchromatographie wurden die fließmittel-
freien Chromatogramme mit dem Fluoreszenzfarbstoff NBD33 nach Mu¨thing
& Unland (1992) bespru¨ht. Hierbei lagert sich der Farbstoff mit seinen lan-
gen Kohlenwasserstoffketten in den Chromatogrammzonen mit hohem Anteil an
Alkanketten an und kann zudem mit seiner Nitrogruppe elektrostatische Wech-
selwirkungen zu geladenen Kopfgruppen der Ganglioside ausbilden.
Das Nachweisreagenz fu¨r Kohlenhydrate auf der Du¨nnschichtchromatographie-
platte ist eine Orcin/Schwefelsa¨ure-Lo¨sung. Die Fa¨rbung erfolgt nach Applika-
tion des Farbstoffs und Entwicklung der Chromatogramme bei 100◦C. Es werden
30Art.-Nr. 820933
31Art.-Nr. 7590
32Art.-Nr. 10440
33Art.-Nr. D-69, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA
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violett-braun-gefa¨rbte Banden auf beige-farbenem Untergrund sichtbar. Bei un-
zureichender Fa¨rbung kann der Vorgang wiederholt werden.
Fu¨r den spezifischen Nachweis von Sialinsa¨uren hat sich eine Resorcin/HCl-
Lo¨sung bewa¨hrt. Hierzu wird auf das Chromatogramm zur intensiveren Einwir-
kung der salzsauren Lo¨sung (Schutz vor schneller Verdunstung) wa¨hrend der min-
destens 15minu¨tigen Entwicklungszeit bei 100◦C eine Glasplatte mit Metallklam-
mern fest auf das Silikat gepreßt. Die fertige Fa¨rbung zeigt rot-braune Banden
auf beige-farbenem Grund.
Zur Detektion von Ceramiden wurde eine Anisaldehyd/Schwefelsa¨ure-Lo¨sung34
verwendet. Dieses Universalreagenz fu¨r Naturstoffe aller Art ermo¨glicht durch
Farbdifferenzierung den Nachweis unterschiedlicher Substanzen. Die Entwicklung
erfolgt bei 100◦C fu¨r 10min und fu¨hrt bei Ceramiden zu pink-violetten Banden
auf rosa-farbenem Untergrund.
2.4.3.5 Densitogramme von HPTL-Chromatogrammen durch Auflichtscann-
Verfahren
Zur quantitativen Bestimmung der Bandenintensita¨ten der HPTL-Chromato-
gramme wurden zwei Methoden eingesetzt, mit denen auf unterschiedliche Weise
Densitogramme der chromatographisch getrennten Gangliosidmischungen erhal-
ten werden konnten. Die Sialinsa¨ure Neu5Ac wurde auf Referenzplatten in unter-
schiedlichen Konzentrationen appliziert und dann mit den beiden im Folgenden
beschriebenen Methoden quantifiziert.
HP ScanJet 4c mit WinCam-Auswertung
Die Aufnahme der Densitogramme von den HPTLC-getrennten Gangliosiden und
der Sialinsa¨ure erfolgte mit einem PC-gesteuerten HP ScanJet 4c Scanner mit der
Software DeskScan II.35 Eine Quantifizierung der Chromatogramme und die an-
schließenden Auswertungen wurden mit dem Programm WinCamV2.236 durch-
gefu¨hrt.
34Art.-Nr. 00199
35Scanner: HP ScanJet 4c, Software: V2.3, Hewlett-Packard & Co., USA
36Cybertech, Berlin, D
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Desaga Densitometer CD60 im Remissionsmodus
Im Vergleich zur soeben beschriebenen Methode wurden die HPTLC-Platten mit
dem Densitometer CD6037 vermessen. Die Chromatogramme wurden bei dieser
Methode mit monochromatischem Licht angeregt und die Remission wurde detek-
tiert (Anregungswellenla¨ngen siehe Tabelle 2.10). Die Auswertung der Meßdaten
erfolgte PC-gestu¨tzt mit der integrierten Software der Firma Desaga.
2.4.4 Immun-Overlay Verfahren
Fu¨r die Durchfu¨hrung von immun-chemischen Reaktionen muß das HPTL-Chro-
matogramm mit wa¨ßrigen Lo¨sungen inkubiert werden. Damit sich die Silikat-
Matrix nicht vom Glas-Tra¨ger ablo¨st, wurde sie zuvor fixiert.
Du¨nnschichtchromatographisch getrennte Ganglioside ko¨nnen auf HPTLC-Plat-
ten nach der Fixierung und Vorinkubation u¨.N. in CMF-PBS immunologisch mit
spezifischen Antiko¨rpern nachgewiesen werden. Das Verfahren basiert auf dem
Prinzip eines ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Bei der Immun-
Overlay Methode fixiert man zuna¨chst gleichzeitig Kieselgel und Antigen und
anschließend la¨ßt man den Prima¨rantiko¨rper an das Antigen binden. Im na¨chsten
Schritt wird ein Enzym-gekoppelter Sekunda¨rantiko¨rper gebunden, der gegen den
Prima¨rantiko¨rper gerichtet ist. Das Enzym katalysiert spezifisch eine Substrat-
umsetzung zum chromogenen Produkt, das als unlo¨slicher Farbstoff ausfa¨llt und
damit die Position des Gangliosides auf der HPTLC-Platte markiert.
Abbildung 2.1 gibt einen schematischen U¨berblick der einzelnen Schritte des
Immun-Overlay Verfahrens. A zeigt die Standardmethode mit Anti-Gangliosid-
Antiko¨rpern, wie sie in diesem Abschnitt behandelt wird. B veranschaulicht die
Methode der HPTLC-Zelladha¨sion mit Gangliosid-bindenden Zellen (siehe Ab-
schnitt 2.7.2.3).
Silikat-Fixierung
Die Fixierung des Silikagels der HPTL-Chromatogramme wird durch Chromato-
graphie mit dem Kunststoff Polyisobutylmethacrylat38 erreicht.
37Desaga, Heidelberg, D
38Plexigum P-28, Ro¨hm GmbH Chemische Fabrik, Darmstadt, D
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Abbildung 2.1: Schema des HPTLC-Immun-Overlay Assays mit Anti-Gangliosid-
Antiko¨rpern (A) und mit Gangliosid-bindenden Zellen (B).
1: HPTLC-Trennung von Gangliosid-Gemischen,
2: Adha¨sion von Zellen an Rezeptor-Ganglioside,
3: Prima¨rantiko¨rper (A: gegen Gangliosid-Epitope gerichtet,
B: gegen Epitope der Zelloberfla¨che gerichtet),
4: Alkalische Phosphatase (AP)-markierter Sekunda¨rantiko¨rper,
5: Farbniederschlag durch Substrat-Umsetzung (BCIP).
Plexigumlo¨sungen
Stammlo¨sung 15 g Plexigum P-28 in 100 mL Chloroform
Gebrauchslo¨sung 0,5% Plexigum in n-Hexan (u¨ber Molekularsieb getrocknet)
entspricht einer 1:30-Verdu¨nnung der Stammlo¨sung
Chromatogramm-Vorinkubation
Um die Konzentration der aus dem Laufmittel stammenden Ca2+-Ionen im Silika-
gel der HPTLC-Platten zu vermindern, wurden die Du¨nnschichtchromatogramme
u¨.N. in CMF-PBS Puffer (Ca2+/Mg2+-free Phosphate buffered saline) bei 37◦C
vorinkubiert und dann dreimal mit PBS-Tween gewaschen (Olbrich, 2001).
Zur Durchfu¨hrung der Immun-Overlay Tests wurden die beiden Puffer CMF-
PBS und HEPES (N -(2-Hydroxyethyl)piperazin-N -(2-ethansulfon Sa¨ure)39) ein-
gesetzt.
39Art.-Nr. H4034
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Puffer
CMF-PBS 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
8,5 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
in Wasser, pH 7,4
HEPES 10 mM HEPES
150 mM NaCl
5 mM CaCl2
in Wasser, pH 7,4
Lo¨sungen
Waschpuffer 0,05% Tween 21 (w/v) in Puffer
Absa¨ttiger 1% BSA (w/v) in Puffer
Glycinpuffer 0,1 M Glycin/HCl
1 mM ZnCl2
1 mM MgCl2
in Wasser, pH 10,4 (NaOH-Pla¨tzchen)
Substratlo¨sung 0,05% BCIP in Glycinpuffer
Prima¨rantiko¨rper und E-Selektin-IgG Chima¨re
Der Prima¨rantiko¨rper JM07/193 (mAk) und die E-Selektin-IgG Chima¨re JM08/-
35-2 wurden von Herrn Dipl.-Biol. A. Werner und der mAk KM93 von Frau
Prof. Dr. T. Feizi40 zur Verfu¨gung gestellt. Der Ziege-Antiko¨rper gegen rekombi-
nantes, humanes E-Selektin41 sowie alle weiteren Antiko¨rper wurden von Herrn
PD Dr. J. Mu¨thing bereitgestellt.
Die Prima¨rantiko¨rper wurden fu¨r den Immun-Overlay Assay in Konzentrationen
von 1:1000 eingesetzt. Die E-Selektin-IgG Chima¨re sowie der CSLEX1-Antiko¨rper
wurden in einer Konzentration von 10µg/mL verwendet. Der polyklonale Anti-E-
Selektin Antiko¨rper wurde durch Immunisierung einer Ziege mit rekombinantem
40The Glycoscience Laboratory Northwick Park Hospital, Harrow, UK
41Art.-Nr. BBA 18, R & D Systems GmbH, Wiesbaden, D
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Tabelle 2.11: Fu¨r die Immun-Overlay Verfahren und Immunfluoreszenzfa¨rbungen
eingesetzte Prima¨rantiko¨per und die E-Selektin-IgG Chima¨re.
Bezeichnung Antiko¨rper Antigenspezifita¨t
Herkunft
JM07/193, CSLEX1 IgM, Maus sLex
JM08/35-2, Selektin, Maus sLex
(E-Selektin-IgG Chima¨re) IgG, Mensch
KM93 IgM, Maus sLex
CDw65 (Klon 88H7) IgM, Maus VIM-2
JM06/280-4 Antiserum, Huhn IV3Neu5Ac-nLcOse4Cer
a
JM06/280-5 Antiserum, Huhn IV6Neu5Ac-nLcOse4Cer
a
JM07/28 pAk, Ziege E-Selektin (h)
ahergestellt gegen diese Tetraose-Struktur, der Antiko¨rper reagiert aber auch mit Ganglio-
siden mit la¨ngerem Oligosaccharidanteil.
humanem E-Selektin hergestellt. Er konnte jedoch auch zum Nachweis von na-
tivem humanem und murinem E-Selektin eingesetzt werden, da der polyklonale
Antiko¨rper diesbezu¨glich Kreuzreaktivita¨ten besitzt.
Fu¨r die Immunfluoreszenz-Fa¨rbung von Zellen (siehe Abschnitt 2.6.3) wurde der
Anti-E-Selektin Antiko¨rper (JM07/28) in einer 1:500-Verdu¨nnung eingesetzt.
CSLEX1 Antiko¨rper
Der CSLEX1 produzierende Zellklon HB-8580 wurde von der amerikanischen
Zellkultursammlung ATCC (American Type Culture Collection) bezogen. Die
Hybridoma Zellen sind das Fusionsprodukt von P3X63Ag8.653 Myelomzellen
mit Milzzellen von BALB/c-Ma¨usen, die mit Membranproteinen aus Magen-
Adenokarzinomgewebe des Menschen immunisiert wurde (ATCC URL). Der mo-
noklonale Antiko¨rper vom IgM-Typ wird in das Medium sezerniert und konnte aus
dem Zellkulturu¨berstand gewonnen werden. Die Konzentration des Antiko¨rpers
wurde nach Ultrafiltration zu 1µg/µL bestimmt ((JM07/193); Werner, 2001).
E-Selektin-IgG Chima¨re
Die E-Selektin-IgG Chima¨re ist ein genetisches Konstrukt aus dem konstanten
Teil des humanen IgG1 und dem E-Selektin der Maus, das durch die Methode der
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Tabelle 2.12: Fu¨r die Immun-Overlay Verfahren und Immunfluoreszenzfa¨rbungen
eingesetzten Sekunda¨rantiko¨rper.
Art.-Nr.
Sekunda¨rantiko¨rpera Antigenspezifita¨t
(Dianova)
AP-Ziege Maus IgG+ IgM (H+L) 115-055-044
AP-Kaninchen Mensch IgG (H+L) 309-055-003
AP-Kaninchen Huhn IgY (IgG) (H+L) 303-055-003
AP-Kaninchen Ziege IgG (H+L) 305-055-003
DTAF-Maus Ziege IgG (H+L) 205-015-108
aDie Antiko¨rper wurden von der Firma Jackson Immuno Research (Baltimore, USA) herge-
stellt und von Dianova (Hamburg, D) bezogen. Sie lagen in affinita¨tschromatographischer
Reinheitsstufe vor.
Elektroporation in einem Plasmid in die Myelomzelle J558 eingebracht wurde
(Hahne et al., 1993). Das chima¨re Protein wird von der Myelomzelle in den
U¨berstand sezerniert (JM08/35-2).
Von dem Carboxy-Terminus des humanen Immunglobulin ausgehend (CH3- und
CH2-Doma¨ne mit Verknu¨pfungsregion (Hinge Region)) beginnt der murine Teil
des chima¨ren Moleku¨ls mit zwei SCR-Doma¨nen (Short Consensus Repeats). Dar-
an schließt sich die EGF-Doma¨ne (Epidermal Growth Factor) an, gefolgt von der
Lektin-a¨hnlichen Doma¨ne, die mit dem Amino-Terminus endet (Schemazeichnung
mit Doma¨nenstruktur siehe Abbildung 1.2).
Sekunda¨rantiko¨rper
Die AP-markierten Sekunda¨rantiko¨rper wurden fu¨r den Immun-Overlay Test in
Konzentrationen von 1:1000 eingesetzt. Der DTAF-markierte Ziege-anti-Maus
Antiko¨rper fu¨r die Immunfluoreszenz-Fa¨rbung von Zellen wurde 1:500 verdu¨nnt
und weist eine Kreuzreaktivita¨t gegen Mensch und Kaninchen auf. Die Inkuba-
tionsschritte der HPTLC-Platten erfolgten in den in Tabelle 2.13 angegebenen
Volumina.
Durchfu¨hrung
Bei der Durchfu¨hrung der Immun-Overlay Tests wurden, je nach Antiko¨rper/Anti-
gen-Reaktion, zwei unterschiedliche Puffersysteme verwendet. Der HEPES-Puffer
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Tabelle 2.13: Inkubationsvolumina fu¨r HPTLC-Platten beim Immun-Overlay Ver-
fahren und beim Zelladha¨sionstest.
HPTLC Platte Overlay-Test Zelladha¨sions-Test
[cm×cm] [mL] [mL]
10×10 20 −a
10× 5 10 15
10× 1 6 5
aFu¨r diese HPTLC-Plattengro¨ße wurde keine Zell-Zentrifugationskammer hergestellt.
Tabelle 2.14: Die Arbeitsschritte des HPTLC-Immun-Overlay Verfahrens.
Schritt Zeit/Anzahl Arbeitsschritt
1 10 min Absa¨ttigen mit BSA-Puffer
2 1 h Inkubation mit Prima¨rantiko¨rper
bzw. E-Selektin-IgG Chima¨re
in BSA-Puffer
3 3 × 1 min Waschen mit Tween-Puffer
4 1 h Inkubation mit Sekunda¨rantiko¨rper
in BSA-Puffer
5 3 × 1 min Waschen mit Tween-Puffer
6 1 × 1 min Waschen mit Glycinpuffer
7 variabel Inkubation mit Substratlo¨sung
8 2 × 1 min Waschen mit Glycinpuffer
entha¨lt Ca2+-Ionen, die fu¨r die Ca2+-abha¨ngige Bindung von E-Selektin an seinen
Rezeptor essentiell sind. Deshalb wurden fu¨r die Lo¨sungen mit der E-Selektin-
IgG Chima¨re und den E-Selektin-exprimierenden CHO-E Zellen (siehe Abschnitt
2.7.2) dieses Puffersystem eingesetzt. Die anderen Immun-Overlay Tests wurden
mit in CMF-PBS (Ca2+/Mg2+-freie Phosphat-gepufferte Kochsalzlo¨sung) aufge-
nommenen Antiko¨rpern durchgefu¨hrt.
Die verwendeten Sekunda¨rantiko¨rper waren mit dem Enzym Alkalische Phospha-
tase gekoppelt. Bei einem pH Wert-Optimum von 10,4 katalysiert dieses Enzym
die Abspaltung der Phosphatgruppe aus dem Substrat BCIP42 zu dem entspre-
chenden Indolderivat, welches nach der Oxidation durch Luftsauerstoff dimerisiert
und als Indigofarbstoff ausfa¨llt.
42Art.-Nr. 02291, Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, D
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Fu¨r die Inkubationsschritte wurden Kammern und Deckel aus Plexiglas verwen-
det, die mit den in Tabelle 2.13 aufgelisteten Volumina beschickt wurden. Nur
fu¨r die Immun-Overlay Tests (nicht fu¨r die Zelladha¨sionstests) wurde den Puf-
fern 0,02% Natriumazid (w,v) zugesetzt, um das Wachstum von Bakterien zu
verhindern.
2.4.5 Enzymatischer Gangliosid-Abbau
Enzyme sind in der Lage, spezifisch Substrate zu erkennen und Reaktionen durch
ein Herabsetzen der Aktivierungsenergie zu katalysieren. Die Substrate lagern
sich auf nicht-kovalente Weise in Bindungstaschen der Enzyme an, in denen die
Aminosa¨urereste so angeordnet sind, daß ihre Bindungsregionen gegenu¨ber liegen
(Schlu¨ssel-Schloß-Prinzip). Die Anlagerung an ein Substrat ruft dann eine Kon-
formationsa¨nderung des Enzyms hervor, wodurch es zu einer chemischen Umset-
zung kommt.
Neuraminidasen und Glykanasen sind Enzyme, die Glykolipide abbauen ko¨nnen.
Die Neuraminidase spaltet dabei spezifisch Neuraminsa¨uren von Gangliosiden ab,
und man erha¨lt die entsprechenden Asialoganglioside. Die sLex-Epitope werden
zu Lex-Epitopen abgebaut und ko¨nnen nicht mehr als Rezeptorstrukturen fu¨r die
E-Selektin vermittelte Adha¨sion fungieren. Glykanasen spalten den Oligosaccha-
ridteil der Ganglioside vom Ceramid ab. Man erha¨lt dadurch polare und unpolare
Produkte, die nach ihrer Trennung spezifisch detektiert werden ko¨nnen.
2.4.5.1 Neuraminidase-Spaltung auf HPTLC-Platten
Die enzymatische Abspaltung von Sialinsa¨uren aus Gangliosiden erfolgte durch
Vibrio cholerae Neuraminidase.43 Sie spaltet α2-3, α2-4, α2-6 und α2-8 gebunde-
ne, endsta¨ndige Neuraminsa¨uren von Gangliosiden und Sialoglykoproteinen (siehe
Produktbeschreibung).
Puffer
Reaktionspuffer: 0,05 M NaAc
9 mM CaCl2
in Wasser, pH 5,5
43V. cholerae Test-Neuraminidase, Art.-Nr. ORKD 04/05 Behringwerke AG, Marburg, D
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Durchfu¨hrung
Das fixierte Du¨nnschichtchromatogramm wurde 5 min mit Reaktionspuffer vor-
inkubiert und dann entweder fu¨r 2 h bei Raumtemperatur mit 5 mU/mL Neura-
minidase oder fu¨r 18 h bei 37◦C mit 50 mU/mL Neuraminidase inkubiert.
2.4.5.2 Endoglykoceramidase-Spaltung in Lo¨sung
Die Abspaltung der Oligosaccharidketten vom Ceramidteil der Ganglioside er-
folgte mit dem Enzym Ceramid Glykanase.44 Es stammt aus dem Blutegel Ma-
crobdella decora und ist von Li et al. 1986 erstmals isoliert und von Zhou et al.
1989 charakterisiert worden.
Fu¨r eine Spaltung sind sowohl hydrophobe als auch hydrophile Interaktionen
zwischen Substrat und Enzym notwendig. Die Endoglykoceramidase (EGCase)
spaltet bevorzugt Galβ1-4Glc-Reste von Ceramiden mit mindestens vier Kohlen-
stoffatomen in der Alkylkette der Fettsa¨ure.
Dem Reaktionsansatz wurden zur Stabilisierung fu¨r kurzkettige Ganglioside Na-
trium-Cholat, fu¨r la¨ngerkettige Ganglioside Natrium-Taurodeoxycholat beigefu¨gt
(Miller-Podraza et al., 1993). Diese beiden Salze sind Bestandteile der Gallsa¨u-
re und haben eine Struktur, die dem Cholesterin a¨hnelt (Steroidgrundgeru¨st mit
amphipathischem Charakter).
Im Vergleich zur rekombinanten Endoglykoceramidase II aus Rhodococcus spe-
cies (produziert in E. coli ; Ito & Yamagata, 1989; Izu et al., 1997) ist 1 U
(Unit) Ceramid Glykanase aus Blutegel a¨quivalent zu 1 mU des rekombinanten
Enzyms.45
Puffer und Folch-Phasen
Reaktionspuffer 0,1% Na-Cholat (w/v)
0,1% Na-Taurodeoxycholat (w/v)
in 50 mM NaAc Puffer, pH 5,5
Theoretische Folch-Oberphase C/M/W (3/48/47)
Theoretische Folch-Unterphase C/M/W (86/14/1)
44V-Labs Inc. Consulting, Manufacturing, and Analytical Chemists, Louisiana, USA
45Produktinformation zur Ceramid Glykanase, V-Labs, Ceramid Glykanase URL
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Durchfu¨hrung
Die Spaltungsreaktionen wurden ausschließlich in silanisierten Glasro¨hrchen durch-
gefu¨hrt. Dazu wurden die Pyrexgefa¨ße nach dem Reinigen und Trocknen (95◦C,
1 h) mit einer 4%-igen Dimethyldichlorsilan46-Lo¨sung in Tetrachlorkohlenstoff
benetzt. Nachdem das Lo¨sungsmittel abgedampft war, wurden die Glasro¨hrchen
dreimal mit Wasser gewaschen, um den restlichen Tetrachlorkohlenstoff zu ent-
fernen.
200 µg Ganglioside wurden bis zur Trockne eingeengt und in 400 µL Reaktions-
puffer resuspendiert (Vortex47). Die im Folgenden aufgefu¨hrten Angaben beziehen
sich auf die Endkonzentrationen im Reaktionsansatz. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 0,2 U Ceramid Glykanase gestartet und der Ansatz fu¨r 15 h bei 37◦C
unter langsamem Schu¨tteln inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurde der An-
satz auf Eis geku¨hlt. Um die Ceramide von den Gangliosiden und Oligosacchari-
den zu trennen, wurde eine Folch-Verteilung durchgefu¨hrt (Folch et al., 1957).
Dem Reaktionsansatz wurde dazu 300 µLWasser und 3,75 mL C/M (2/1) zugege-
ben. Nach guter Durchmischung beider Phasen wurden sie durch 10 min Zentrifu-
gation48 mit 3000 Upm voneinander getrennt und separiert. Die Folch-Oberphase
entha¨lt im allgemeinen vorwiegend polare GSL sowie nGls mit Oligosaccharid-
einheiten ab fu¨nf Monosacchariden und Salze, die Folch-Unterphase beinhaltet
nGls mit Oligosaccharidketten bis zu vier Monosacchariden sowie Ceramide. Die
Oberphase wurde abgenommen und die Unterphase noch zwei weitere Male mit
entsprechenden Volumina theoretischer Folch-Oberphase ausgeschu¨ttelt.
Die vereinigten Folch-Oberphasen (ca. 3,5 mL Gesamtvolumen) sowie die Folch-
Unterphase (ca. 2,5 mL Gesamtvolumen) wurden unter Stickstoff-Inertgas bis
zur Trockne eingeengt. Die Oberphase wurde mit 1 mL M/W (1/1) und die
Unterphase mit 1 mL C/M (1/2) resuspendiert (Vortex und Ultraschall). Die
Folch-Oberphase wurde zur Abtrennung der Salze einer Gelfiltration unterzogen.
2.4.5.3 Aufreinigung von Oligosacchariden durch Gelfiltration (Sephadex
G-15)
Die Gelfiltration basiert auf dem Prinzip der Gro¨ßenausschlußchromatographie.
Sie ist charakterisiert durch weitporige (ca. 100 nm), hydrophile stationa¨re Pha-
sen und wird mit wa¨ßrigen, mobilen Phasen unter isokratischen Bedingungen
46Art.-Nr. 20255, Serva Feinchemica GmbH & Co., Heidelberg, D
47Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG, Zu¨rich, CH
48Hettich Universal, Tuttlingen, D
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durchgefu¨hrt. Die Parameter werden meist so ausgewa¨hlt, daß Biomoleku¨le unter
schonenden Bedingungen nicht denaturiert werden.
Das Prinzip der Gelfiltration beruht darauf, daß bei der Sa¨ulenchromatographie
kleine Moleku¨le des Substanzgemisches in den Poren des Sa¨ulenmaterials der
stationa¨ren Phase la¨nger verweilen als große Moleku¨le und damit spa¨ter eluieren.
Die kleinen Moleku¨le gelangen durch Diffusion in die Poren der Trennmatrix,
wa¨hrend gro¨ßere nicht in die Poren hineinpassen (ausgeschlossen werden) und in
der flu¨ssigen Phase verbleiben.
Bei Proteinen wird diese Methode zur Molekulargewichtsbestimmung herangezo-
gen. Dazu wird mit Proteinen bekannter Masse eine Eichreihe ermittelt, die dann
fu¨r ein definertes Sa¨ulensystem charakteristisch ist. Einem unbekannten Protein
kann dann aufgrund seiner Elutionszeit eine definierte Masse zugeordnet werden.
Material
FPLC-Anlage, Amersham Pharmacia
Komponente Typenbezeichnung
FPLC D450
Pumpe P-500
Monitor single path UV-1
Injektion MV-7, 2 mL Schleife
GF-Sa¨ule Sephadex G-15
Bei der verwendeten GF-Matrix handelt es sich um Sephadex G-15.49 Sie wurde
nach Herstellerangaben in 10 cm×1 cm (4mL) Kartuschen gepackt und mit einer
FPLC-Anlage50 (Fast Protein Liquid Chromatography) betrieben.
Durchfu¨hrung
Zur Entsalzung der Folch-Oberphasen wurden zwei 4 mL Sa¨ulen in Reihe geschal-
tet und mit 50 mL Wasser und einer Flußrate von 1 mL/min a¨quilibriert. Von der
Folch-Oberphase wurden 1 mL bis zur Trockne unter Stickstoffstrom bei 37◦C51
eingedampft und in Wasser aufgenommen. Durch eine Injektionsschleife wurde
49Art.-Nr. 170020-01, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, SE
50Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, SE
51Ori-Block DB-3, Techne, D
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die Oligosaccharid-enthaltende Probe dann aufgetragen und unter isokratischen
Bedingungen in 45 min mit einer Flußrate von 1 mL/min eluiert. Wa¨hrend des
gesamten Chromatographieverlaufes wurden Fraktionen mit einem Volumen von
je 0,5 mL aufgefangen.
Die Detektion von Oligosacchariden erfolgte durch Orcin-Fa¨rbung auf Du¨nn-
schichtchromatographie Platten. Dazu wurden 5 µL Aliquots der wa¨ßrigen Frak-
tionen auf markierte Positionen der HPTLC-Platte appliziert und nach vollsta¨ndi-
ger Trocknung mit dem Farbreagenz Orcin angefa¨rbt (siehe Abschnitt 2.4.3.4).
Proben, die Oligosaccharide enthielten, fa¨rbten sich nach Hitzebehandlung braun.
Salzhaltige Proben waren im Gegenlicht als nicht-durchscheinende Flecken im
Kieselgel sichtbar.
2.4.6 Pra¨parative HPTLC
Zur Aufreinigung von Gangliosiden aus einem Gemisch kann die Methode der
Du¨nnschichtchromatographie (siehe Abschnitt 2.4.3.3) im pra¨parativen Maßstab
eingesetzt werden (Levery et al., 1989;Miller-Podraza et al., 1991;Mu¨thing
& Unland, 1992; Mu¨thing & Heitmann, 1993a). Die Ganglioside werden zu
ihrer Lokalisierung mit einem Chromophor zersto¨rungsfrei angefa¨rbt, das Silikat-
material von der Platte abgekratzt und die getrennten Substanzen gesammelt.
Nun ko¨nnen die Ganglioside aus dem Silikat, im Gemisch mit dem Farbstoff, ex-
trahiert und von diesem durch anschließende Chromatographieschritte getrennt
werden.
2.4.6.1 NBD-Detektion
Zur Detektion der getrennten Ganglioside wurden die fließmittelfreien Chroma-
togramme mit dem ungeladenen Fluoreszenzfarbstoff NBD bespru¨ht (siehe Ab-
schnitt 2.4.3.4).
Durchfu¨hrung der Gangliosid-Detektion
Der NBD-Farbstoff wurde wie in Abschnitt 2.4.3.4 beschrieben auf das Chroma-
togramm aufgebracht und die Ganglioside angefa¨rbt. Die Einzelbanden wurden
anschließend unter UV-Licht bei 366 nm mit einem Skalpell markiert.
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2.4.6.2 Isolierung und Extraktion
Das Silikattra¨germaterial der HPTLC-Platten wurde gema¨ß den Markierungen
von der Glasplatte abgekratzt und den einzelnen Gangliosiden entsprechend in
Pyrex-Glasro¨hrchen u¨berfu¨hrt. In weiteren Aufreinigungsschritten wurden dann
die Bestandteile (Silikat, Fluoreszenzfarbstoff, Einzelganglioside) voneinander ge-
trennt. Zuna¨chst konnten die Silikatpartikel durch mehrmalige Extraktion (Ultra-
schallbad52, Vortex Behandlung sowie Zentrifugation53 bei 3000 Upm fu¨r 10 min)
abgetrennt werden. Das Silikatmaterial wurde achtmal in einem Lo¨sungsmittel-
gemisch aus C/M/W (30/60/8) mit dem 100-fachen Volumen extrahiert (be-
zogen auf das Gewicht des Kieselgels). Das in Lo¨sung vorliegende Gangliosid
und der ebenfalls gelo¨ste Fluoreszenzfarbstoff wurden im weiteren durch DEAE-
Anionenaustausch-Chromatographie voneinander getrennt.
2.4.6.3 Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE)
Die DEAE Anionenaustausch-Chromatographie wurde wie in Abschnitt 2.3.2.2
beschrieben durchgefu¨hrt. Der Durchlauf und das erste Eluat der DEAE-Chro-
matographie wurden zu Eluat 1 vereint und enthielten den Fluoreszenzfarbstoff
NBD. Eluat 2 enthielt das separierte Gangliosid in 0,45 M NH4OAc in Metha-
nol. In dem darauffolgenden Schritt wurde Eluat 2 unter Wasserstrahlpumpen-
vakuum bis zur Trockne eingeengt und in Wasser wieder aufgenommen. Nach
Gefriertrocknung (siehe 2.4.6.4) wurde das Gangliosid in einem weiteren Chro-
matographieschritt mit SepPak-C18 (siehe 2.3.3.2) vom restlichen Salz befreit.
2.4.6.4 Gefriertrocknung
Durch die schonende Methode der Gefriertrocknung kann das Lo¨sungsmittel Was-
ser aus den Proben entfernt werden. Zusa¨tzlich werden leichtflu¨chtige Salze wie
z.B. NH4OAc von den ho¨hermolekularen Verbindungen durch Sublimation ge-
trennt. Die eingefrorene Probe wird an das Vakuum der Gefriertrocknungsanla-
ge54 angeschlossen. Die flu¨chtigen Bestandteile des Gefrierguts werden von der
kondensierten Festphase in den gasfo¨rmigen Aggregatzustand u¨berfu¨hrt.55 In der
Ku¨hlfalle werden die gasfo¨rmigen Moleku¨le kondensiert und somit aufgefangen.
52Typ 3200 und 1210, Branson Ultrasonic Corporation, Danburg, C, USA
53Hettich Universal Zentrifuge, Tuttlingen, D
54Lyovac GT2, Leybold-Heraeus GmbH, Ko¨ln, D
55O¨lpumpenvakuum mit einem Enddruck von 1×10−4 mbar, Drehschieber
Vakuumpumpe DUO 008B, A. Pfeiffer Vakuumtechnik Wetzlar GmbH, Asslar, D
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Durchfu¨hrung
Die Einzelfraktionen der Gangliosidproben wurden nach der DEAE-Chroma-
tographie in 50 mL Spitzkolben (NS 14) u¨berfu¨hrt, bis zur Trockne unter Wasser-
strahlpumpenvakuum eingeengt, in je 10 mL Wasser aufgenommen, gelo¨st (Ul-
traschallbad) und langsam in einem Ethanolbad unter Rotation bei −40◦C einge-
froren. Im na¨chsten Schritt wurde die wa¨ßrige Phase durch Gefriertrocknung im
Vakuum abgetrennt. Da die Gefriertrocknung bei einmaliger Anwendung nicht
zur vollsta¨ndigen Abtrennung von Salzen fu¨hrte, bei Wiederholungen aber ho-
he Verluste auftreten ko¨nnen, wurde sie lediglich einmalig zur Salz-Abreicherung
durchgefu¨hrt.
2.4.6.5 Umkehrphasen-Chromatographie (SepPakC18)
Die mittels pra¨parativer Du¨nnschichtchromatographie gewonnenen Einzelganglio-
side wurden durch Umkehrphasen-Chromatographie mit SepPak C18-Material,
wie in Abschnitt 2.3.3.2 beschrieben, entsalzt. Die reinen Ganglioside wurden in
Eluat E 4 erhalten.
2.4.7 Massenspektrometrie
Zum Zweck der Massenspektrometrie werden die Substanzmoleku¨le mit Hilfe ei-
ner Ionenquelle in die Gasphase u¨berfu¨hrt. Dort werden sie in einem Analysator
nach ihrem Masse/Ladungs-Verha¨ltnis (m/z) getrennt und mit einem Detektor
registriert. In dem resultierenden Massenspektrum ist das Signal (relative In-
tensita¨t in %) gegen die Masse pro Ladung (m/z) aufgetragen. Neben dem Mo-
leku¨lion ko¨nnen nach Fragmentierung die charakteristischen Bruchstu¨cke des Mo-
leku¨ls anhand der Massenzahlen definierten Strukturen zugeordnet werden (Gey,
1998). Nichtionisierte Teilchen werden durch eine Hochvakuumpumpe aus dem
Ionenquellen-Raum entfernt. Die Moleku¨lionen werden beschleunigt (Spannung
an der Ionenquelle) und durch elektrostatische Zusatzfelder fokussiert.
Die Geschwindigkeit der Ionen ist proportional zur Beschleunigungsspannung und
Ladung der Ionen und umgekehrt proportional zur Ionenmasse. Die Auftrennung
der Ionen geschieht im Feld eines Elektromagneten, in dem unter Teilchen glei-
cher Ladung die leichteren sta¨rker abgelenkt werden (Hesse et al., 1991). Das
Masse/Ladungs-Verha¨ltnis wird bestimmt durch die Magnetfeldsta¨rke und den
Ablenkradius. Es ist umgekehrt proportional zur Beschleunigungsspannung. Die
Methode der Elektrospray-Ionisation za¨hlt zu den weichen Ionisationsarten. Sie
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bewirkt (im Negativionenmodus [M–H]−) nur eine geringe Moleku¨lionenfragmen-
tierung des Quasimoleku¨lions. Die Probenmoleku¨le werden in gelo¨stem Zustand
durch eine Kapillare befo¨rdert, die an ihrem Ausgang von einem elektrischen Feld
umgeben ist, wodurch es zur elektrischen Aufladung der Probenmoleku¨le kommt.
Durch den Vorgang der Ionisation entstehen in seltenen Fa¨llen auch mehrfach
geladene Ionen [M–nH]n−, die dann bei entsprechend niedrigeren m/z-Verha¨lt-
nissen detektiert werden. Da fu¨r doppelt negativ geladene Moleku¨lionen n = 2
ist, erscheint das Ion bei der Ha¨lfte der Masse bei dem das Mutterion erscheint
(m/z ist abha¨ngig von z = ne; Gey, 1998).
Die Massenspektrometrie wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Chem. W.
Metelmann am Institut fu¨r Medizinische Physik und Biophysik von Frau Prof. Dr.
Peter-Katalinic´ in Mu¨nster durchgefu¨hrt. Die Gangliosid-Spektren wurden mit
einem Quadropol Flugzeit (QTOF, Quadropole Time Of Flight) Massenspek-
trometer56, ausgestattet mit einer nano-Elektrospray Ionenquelle (ESI, Electro
Spray Ionization) aufgenommen. Die Probenkapillaren wurden aus Borosilikat-
glas57 mit einem vertikalen Pipettenformer selbst hergestellt.58 Durch einen Stahl-
draht, der mo¨glichst weit in den Probenraum hineinragt, wurde Hochspannung
auf die Lo¨sung u¨bertragen. Die Spektren wurden im Negativionen-Modus aufge-
nommen. Dazu wurde die Kapillarspannung auf 1,3 kV und die Beschleunigungs-
spannung auf 75V eingestellt. Eine niedrigere Beschleunigungsspannung fu¨hrte
zu einem exponentiellen Intensita¨tsabfall der Signale, wa¨hrend eine Erho¨hung
der Beschleunigungsspannung zwar eine ho¨here Signalintensita¨t, aber auch ei-
ne in-source-Fragmentierung zur Folge hatte. Bei der in-source-Fragementierung
kommt es zu einer unkontrollierten Ionisierung der Probe in der Ionenquelle, also
vor Kollision und Fragmentierung. Die Proben wurden in Methanol gelo¨st und
auf eine Konzentration von 0,25 µg/µL eingestellt. Die Spru¨hlo¨sung wurde mit
einer optimalen Flußrate von 15 nL/min bis 40 nL/min mit Stickstoff als Tra¨ger-
gas eingetragen. Fu¨r die MS/MS Experimente wurde Argon als Kollisionsgas
mit einem Druck von 4×10−5 mbar eingesetzt. Als Hexapol-Kollisionsenergie ha-
ben sich 65 eV als optimal fu¨r die kollisionsinduzierten Detektions-Experimente
(CID, Collision Induced Detection) im Negativionen-Modus herausgestellt. Die
Kalibrierungsgenauigkeit dieser spektrometrischen Methode liegt bei ± 0, 2Da
(Metelmann et al., 2000 und mu¨ndliche Mitteilung).
In den Fragment-Massenspektren werden neben dem Moleku¨lion ([M–H]−) auch
seine Fragmentionen detektiert. Die Bezeichnung dieser Fragmentionen wird durch
56Micromass, Manchester, UK
57Hilgenberg, Malsfeld, D
58Modell 720, David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA
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die Y/Z- und B/C-Nomenklatur vorgenommen, wobei Y-Ionen vom reduzieren-
den Ende des Glykolipids an mit Zahlen von 1 beginnend und B-Ionen vom nicht-
reduzierenden Ende her aufsteigend durchnumeriert werden. Z-Ionen erha¨lt man
durch Wasserabspaltung aus Y-Ionen (-H2O, −m/z = 18) und C-Ionen durch
Wasserabspaltung aus B-Ionen.
2.5 Zellkultivierung
Zur Durchfu¨hrung der Zelladha¨sions-Tests mit fixierten Gangliosiden wurden zwei
Zellinien (CHO-K1 und CHO-E, s.u.) und Nabelschnurendothelzellen (HUVEC,
s.u.) benutzt.
2.5.1 Zellkulturen
CHO-K1
Die CHO-K1 Zellinie (Chinese Hamster Ovary, ATCC CCL-61) ist ein Subklon
der urspru¨nglich von Puck (1958) aus Ovarien adulter chinesischer Hamster (Cri-
cetulus griseus) gewonnenen Zellen. Die stabile Zellinie besitzt keine Mo¨glich-
keit der Prolinsynthese. Bei der Kultivierung muß demnach darauf geachtet wer-
den, daß Prolin im Medium ausreichend vorhanden ist. Die Zellen haben eine
Epithelzell-a¨hnliche Morphologie und wurden unter Standardbedingungen (siehe
Abschnitt 2.5.3) kultiviert (Lindl & Bauer, 1994).
CHO-E
Als CHO-E wird die Zellinie bezeichnet, die basierend auf der CHO-K1 Zell-
linie durch Subklonierung aus Maus sEND1-Zellen (Hahne et al., 1993) ge-
neriert wurde. Die CHO-E Zellen exprimieren konstitutiv E-Selektin als mem-
bransta¨ndiges Oberfla¨chenmoleku¨l. Die Zellinie wurde von der Arbeitsgruppe von
HD Dr. M. Rothe59 zur Verfu¨gung gestellt.
Ebenso wie bei dem Ausgangszellklon CHO-K1 muß auch bei der Kultivierung
von CHO-E Zellen im Medium die Aminosa¨ure Prolin vorhanden sein.
Nach Ablo¨sung der Zellen durch Trypsinisierung wird die urspru¨ngliche, maximale
Konzentration an E-Selektin erst wieder nach zwei Stunden erreicht. Dies muß
bei den E-Selektin vermittelten Adha¨sionstests beru¨cksichtigt werden.
59Institut fu¨r Physiologische Chemie, Medizinische Fakulta¨t, Martin Luther Universita¨t Halle
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HUVEC
Die Isolierung von humanen Nabelschnurendothel-Zellen (HUVEC, Human Um-
bilical Vein Endothelial Cells) erfolgte durch Frau Dr. S. Duvar (Duvar, 1996a;
Duvar et al., 1996b). Die prima¨ren Zellen beno¨tigen fu¨r ihr Wachstum zum
einen eine mit Gelatine vorbeschichtete Kultivierungsoberfla¨che, zum anderen ist
fu¨r die optimale Proliferation der Zellen eine spezifische Supplementierung des
Mediums erforderlich (siehe Abschnitt 2.5.2).
2.5.2 Mediumkomponenten
Die Kultivierung der CHO Zellen und der HUVEC erfolgte aus Gru¨nden der
Vergleichbarkeit in nur einem Basalmedium, das je nach Zelltyp mit verschiedenen
Supplementen angereichert wurde. Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden in
einer Reinraumwerkbank60 unter sterilen Bedingungen durchgefu¨hrt. Die Medien
wurden vor Gebrauch durch Filtration61 (0,2 µm Porendurchmesser), die Puffer
durch Autoklavieren62 sterilisiert.
Basalmedium
Als Basalmedium fu¨r die Zellkultivierung wurde DMEM (Dulbecco‘s Modified
Eagle Medium63) in einer 1:1-Mischung mit F12 (Nutrient Mixture HAM‘s F1264)
verwendet. Pro Ansatz wurden dazu die Medien halbkonzentriert zusammenge-
geben und vermischt. Bestandteile des Basalmediums sind Aminosa¨uren, Vitami-
ne und Spurenelemente sowie Puffersubstanzen und Salze. Fu¨r die eingestellte
Inkubator CO2-Begasung von 5% wurden gema¨ß den Herstellerangaben 2,4 g/L
NaHCO3 supplementiert, um einen physiologischen pH-Wert von 7,2 zu erreichen.
Glutamin
Da die Aminosa¨ure Glutamin wa¨hrend der Lagerung des Mediums temperatur-
abha¨ngig zerfa¨llt (Siwiora, 1996) und ein hoher Verbrauch dieser Aminosa¨ure
60Steag, Laminflow-Prozeßtechnik GmbH, Pfullingen, D
61Sartolab P, Art.-Nr. 18053 und Sartobran 300, Art.-Nr. 5231307,
beide Sartorius AG, Go¨ttingen, D
62121◦C, 1 bar U¨berdruck, Autoklav Typ FVS 3.0, Integra Biosciences GmbH, Fernwald, D
63DMEM, Art.-Nr. 074-01600T, Lifescience Technologies Ltd., Paisley, USA
64Nutrient Mixture F12 (HAM‘s), Art.-Nr. 074-01700T,
Lifescience Technologies Ltd., Paisley, USA
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durch die Zellen gegeben ist, wird direkt nach dem Mediumwechsel aus einer
Stammlo¨sung frisches Glutamin supplementiert, so daß eine Endkonzentration
von mindestens 2 mM erreicht wird.65
Serum
Das Serum entha¨lt fu¨r das Zellwachstum wichtige Substanzen, wie z.B. Hormone,
Bindungsproteine und Wachstumsfaktoren. Es wurde dem Medium vor Gebrauch
in Form von fo¨talem Ka¨lberserum (FCS66) zugesetzt. Bei den Zellinien CHO-
E und CHO-K1 wurden 5%, bei den HUVEC 10% supplementiert. Das Kulti-
vierungsmedium der prima¨ren HUVEC wurde mit zusa¨tzlichen Supplementen
versetzt, da die Zellen besondere Wachstumskonditionen beno¨tigen.
HUVEC-Supplemente
Prima¨re Zellen reagieren gegenu¨ber Schwankungen der Mediumzusammensetzung
und der Begasung empfindlich. Um Stoffwechselvorga¨nge zu gewa¨hrleisten, wurde
dem Medium zusa¨tzlich zum FCS (10%) ein Supplementmix zugesetzt, der ne-
ben speziellen Wachstumsfaktoren67 fu¨r epithelartige Zellen auch die Transport-
proteine Transferrin68 und Albumin69 sowie L-Ascorbinsa¨ure70 als Radikalfa¨nger
entha¨lt.
Supplement Endkonzentration
[mg/L]
rh bFGF 0,001
(basic Fibroblast Growth Factor)
h EGF 0,01
(Epidermal Cell Growth Factor)
h Transferrin 5
(iron saturated)
HSA 5
(Human Serum Albumin)
L-Ascorbinsa¨ure 50
65L-Glutamin, Art.-Nr. 2.899.000, E. Merck GmbH, Darmstadt, D
66Art. -Nr. A15-653, PAA, A
67rh bFGF, Art.-Nr. 100-15, Pepro Tech Inc., Rocky Hill, NJ, USA und
h EGF, Art.-Nr. 100-18B, Serological Protein Inc., Illinois, USA
68h Transferrin, Art.-Nr. 82-349-1, Serological Protein, MS, USA
69Humanes Serum Albumin, HSA, Art.-Nr. 088-96, Miles Inc., Elkhart, IN, USA
70L-Ascorbinsa¨ure, Art.-Nr. A-4034
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Antibiotika
In der Regel wurden die Zellen ohne Antibiotika kultiviert. Durch Anfa¨rben mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (siehe Abschnitt 2.6.3) konnte Mykoplasmenbe-
fall der kultivierten Zellen festgestellt werden. Die detektierten Mykoplasmen sind
mit einem Durchmesser von 0, 2 µm bis 2 µm kleine Prokaryonten, die als Para-
siten auf der tierischen Plasmamembran leben. Durch ihre Flexibilita¨t, die durch
eine fehlende Zellwand gegeben ist, ist es ihnen mo¨glich, laboru¨bliche Sterilfilter
(Porengro¨ße 0,2µm) zu passieren und so in Puffer und Medien zu gelangen. Bei
dem Verdacht auf eine Mykoplasmen-Infektion wurde der Zellkultur fu¨r einen
Zeitraum von zwei Wochen das Antibiotikum Ciprofloxacin71 in einer Konzen-
tration von 10 µg/mL zugesetzt. Das Antibiotikum ist ein Hemmstoff fu¨r ein
Enzym der bakteriellen DNA-Reduplikation (Gyrase), das fu¨r die Vermehrung
von Prokaryonten notwendig ist.
2.5.3 Kultivierung
Die Kultivierung der adha¨rent wachsenden Zellen erfolgte in Gewebekulturfla-
schen mit Grundfla¨chen von 25 cm2, 75 cm2 oder 180 cm2.72 Um einen fu¨r die
Zellen optimalen Gasaustausch an der Flu¨ssigkeitsgrenzfla¨che zu gewa¨hrleisten,
wurden die Kulturflaschen mit Volumina von jeweils maximal 8 mL, 20 mL und
50 mL befu¨llt. Die Kultivierungen wurden in Inkubatoren73 mit Wasserdampf
gesa¨ttigter Atmospha¨re und 5% CO2-Gehalt durchgefu¨hrt. Die geregelte CO2-
Begasung erzeugte mit dem NaHCO3 in der Kulturflu¨ssigkeit einen physiologi-
schen pH-Wert von 7,2. Die Puffer und Medien wurden auf eine Temperatur von
37◦C vorgewa¨rmt.
2.5.3.1 Beschichtung von Kultivierungsoberfla¨chen
Um ein Anheften der HUVEC zu ermo¨glichen, wurde die Polystyroloberfla¨che der
Zellkulturflaschen mit Gelatine beschichtet.74 Hierzu wurde eine 1%-ige Gelatine-
Lo¨sung in CMF-PBS-Puffer (siehe Abschnitt 2.4.4) hergestellt, ein Aliquot in die
Kulturflasche pipettiert und fu¨r einen Zeitraum von einer halben Stunde im Brut-
schrank inkubiert. Danach wurde die nicht gebundene Gelatine durch dreimaliges
Waschen mit CMF-PBS entfernt.
71Ciprobay 100, Infusionslo¨sung, Bayer Vital, Leverkusen, D
72Art.-Nr. 163371, 147589, 156502, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
73Heraeus-Sepatech, Osterode, D
74Gelatine Typ A, aus Schweinehaut, Art.-Nr. G-1890
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2.5.3.2 Passagieren
Die Kultivierungsoberfla¨che stellt einen limitierenden Faktor fu¨r das Wachstum
adha¨renter Zellen dar, da diese durch Kontaktinhibition von der proliferierenden
in die stationa¨re Phase u¨bergehen, bei der keine Zellteilung mehr erfolgt.
Durchfu¨hrung
Angeheftete Zellen wurden enzymatisch mit 0,25%iger Trypsin/EDTA-Lo¨sung75
abgelo¨st. Um einen inhibitorischen Effekt des Serums auf das Enzym zu ver-
meiden, wurde der Zellrasen vorher zweimal mit 2 bis 5 mL CMF-PBS (siehe
Abschnitt 2.4.4) gewaschen.
Die Inokulation mit CHO Zellen erfolgte in Konzentrationen zwischen 5×103 Z/cm2
und 5×104 Z/cm2. HUVEC wurden mit Zelldichten zwischen 2×104 Z/cm2 und
3×104 Z/cm2 eingesa¨t.
2.5.3.3 Zellzahlbestimmung mit Trypanblau
Die Bestimmung des Anteils lebender und toter Zellen in der Kultur erfolgte
mikroskopisch mit der Trypanblau-Ausschlußmethode durch Ausza¨hlen. Hierzu
wird der Verlust der Membranintegrita¨t abgestorbener Zellen (nekrotischer Zel-
len) ausgenutzt. Der Farbstoff Trypanblau kann durch Diffusion in die toten Zel-
len eindringen und ihr Zytosol fa¨rben. Nicht vitale Zellen erscheinen somit im
Lichtmikroskop blau, Zellen mit intakter Membran sind nicht angefa¨rbt.
Die Ausza¨hlung der Zellen erfolgte in einer Neubauer-Za¨hlkammer mit definier-
tem Kammervolumen und eingeschliffenem Za¨hlgitter. Die Zellsuspension wurde
mit einer Trypanblaulo¨sung76 im Verha¨ltnis 1:2 bis 1:4 gemischt und die Zellzahl
pro Milliliter nach folgender Formel bestimmt:
Zellzahl
mL
=
N × 104
V
,
N = Anzahl der Zellen pro Großquadrat (arithmetisches Mittel),
V = eingesetzter Verdu¨nnungsfaktor.
Zur Zellzahlbestimmung wurden vier Großquadrate ausgeza¨hlt.
75Trypsin-EDTA, Art.-Nr. 25200-072, Lifesciences Technologies Ltd., Paisley, USA
760,4% Trypanblau in EDTA, Art.-Nr. T-8154
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2.5.3.4 Zellzahlbestimmung mit dem CASY 1-System
Als weitere Methode zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Partikelmeßgera¨t
CASY77 eingesetzt (CASY 1-System). Zusa¨tzlich zur Zelldichte erfolgte hierbei
eine Bestimmung der Gro¨ßenverteilung.
Die Methode kombiniert das Widerstandsmeßprinzip mit dem Verfahren der Puls-
fla¨chenanalyse. Ein definiertes Zellsuspensionsvolumen wird in einem Tra¨gerelek-
trolyten aufgenommen und passiert mit konstanter Stro¨mungsgeschwindigkeit ei-
ne Pra¨zisionsmeßpore mit einem Durchmesser von 60 µm. An der Kapillare ist
u¨ber Platinelektroden eine Spannung angelegt. Partikel und intakte Zellen fu¨hren
zu einemWiderstandsabfall im definierten Volumen der Kapillare. Lebende Zellen
wirken somit als Isolator und die Zellgro¨ße kann aus dem verdra¨ngten Volumen
bestimmt werden. Ist die Membran der Zelle nicht mehr intakt, so kann der
Elektolyt in sie eindringen. Der Widerstand in der Kapillare wird nicht so stark
herabgesetzt wie bei intakten Zellen.
Die durch das Widerstandsmeßprinzip erhaltenen Signale werden digitalisiert und
zum Meßergebnis aufsummiert. Die Auswertung der Daten erfolgt dann durch
Verarbeitung mit Hilfe der Pulsfla¨chenanalyse und beruht auf der Annahme, daß
die Partikel kugelfo¨rmig sind.
Der Meßbereich der 60 µm CASY-Kapillare liegt zwischen 0,1 µm und 50 µm. Mit
Hilfe dieser Methode ko¨nnen Gro¨ßenverteilungen von Zellen und kleineren Par-
tikeln wie Zellkompartimenten (z.B. Zellkerne und Debris) in Zellpopulationen
bestimmt werden. Daher wurde die Methode zur Ermittlung der Zellscha¨digung
durch Zentrifugation in der HPTLC-Zentrifugationskammer (siehe Abschnitt-
2.7.2.3) eingesetzt.
2.5.4 Stammhaltung
Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in einer Atmospha¨re von flu¨ssigem Stick-
stoff bei ca. −169◦C. Dazu wurden die Zellen in ka¨lteresistenten Kryogefa¨ßen78
unter schonenden Bedingungen (langsam abfallender Temperaturgradient) einge-
froren.
77Modell TTC, Scha¨rfe System GmbH, Reutlingen, D
78Nunc GmbH, Roskilde, DK
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2.5.4.1 Einfrieren von Zellen
Um eine Zersto¨rung der Zellmembran durch Kristallbildung in der Zellsuspen-
sion zu vermeiden, wurde dem Einfriermedium 10% Dimethylsulfoxid (DMSO79)
zugegeben.
Die Zellsuspension wurde nach dem Ablo¨sen von der Kultivierungsoberfla¨che (sie-
he Abschnitt 2.5.3.2) in +4◦C kaltem Medium auf eine Zelldichte von 2×106 Z/mL
eingestellt. Die weiteren Arbeiten erfolgten ebenfalls mit geku¨hltem Medium, um
den Metabolismus der Zellen niedrig zu halten. Danach wurden sie in einem
Verha¨ltnis von 1:2 mit DMSO-haltigem Medium (20%) gemischt. Aliquots von
1 mL dieser Zellsuspension (Zelldichte ca. 1×106 Z/mL) wurden nach vorsich-
tiger Durchmischung in den Kryogefa¨ßen eingefroren. Dazu wurden die Gefa¨ße
zuna¨chst fu¨r 24 h bei −80◦C langsam abgeku¨hlt und anschließend zur Langzeit-
lagerung in die Dampfphase des Stickstofftanks (ca. −169◦C) u¨berfu¨hrt.
2.5.4.2 Auftauen von Zellen
Zum Auftauen der tiefgefrorenen Zellsuspensionen wurden diese, nach der Ent-
nahme aus dem Stickstofftank, in einem Wasserbad bei 37◦C schnell aufgetaut
und mit dem fu¨nffachen Volumen auf 37◦C vorgewa¨rmtem Medium verdu¨nnt.
Nach Zentrifugation bei 800 Upm (100×g) fu¨r 5min wurde das DMSO-haltige
Medium entfernt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert.
2.5.5 E-Selektin Expression von HUVEC
Da die HUVEC, im Gegensatz zu den CHO-E Zellen, E-Selektin nicht konstitutiv
auf ihrer Zelloberfla¨che exprimieren, wurden diese durch Zytokin-Zugabe zu ei-
ner transienten Expression angeregt. Die maximale E-Selektin Expression wurde
nach vierstu¨ndiger Inkubation mit 10 ng/mL humanem Tumor Nekrose Faktor-α
(TNF-α80) und 50 ng/mL Interleukin-1β (IL-1β81) im Medium unter Kultivie-
rungsbedingungen erreicht (siehe Abschnitt 2.5.3; Osborn, 1990;Weller et al.,
1992, Zimmermann et al., 1992; Lee, 1996).
79Art.-Nr. D 8779
80Art.-Nr. 4130-00, Intergen Company, Purchase NY, USA
81Art.-Nr. I 9401
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2.6 Zellkultur-Analytik
Um Aussagen u¨ber den Zustand der Kulturen machen zu ko¨nnen, wurden ne-
ben der optischen Kontrolle der Zellkultur am Mikroskop auch einzelne Parame-
ter des Stoffwechsels analysiert. Dazu wurden im Zellkulturu¨berstand befindliche
Substrate des Stoffwechsels und Stoffwechselprodukte ausgewa¨hlt. Weiterhin wur-
den die E-Selektin-Expression immunologisch und ein Mykoplasmenbefall mittels
DNA-Fa¨rbung u¨berpru¨ft.
2.6.1 Bestimmung von Glukose und Laktat
Die Bestimmung der Glukose- und Laktatkonzentrationen im Zellkulturu¨berstand
erfolgte durch ein halbautomatisches Analysegera¨t82 mittels Biosensoren. Hierbei
wurden 40 µL Zellkulturu¨berstand (nach Zentrifugation bei 800 Upm fu¨r 3min)
pro Messung eingesetzt. Die beiden Enzyme Glukoseoxidase und Laktatoxidase
sind auf ra¨umlich getrennten Tra¨gern fixiert und katalysieren unter Sauerstoff-
verbrauch die Oxidation von β-D-Glukose zu Glukono-δ-lakton beziehungsweise
von Laktat zu Pyruvat. Die entstandenen Oxidationsa¨quivalente der Prima¨rreak-
tion (H2O2) diffundieren durch eine semipermeable Membran der Meßsonde zur
Platin-Anode, wo sie zu Sauerstoff und Wassserstoffionen reduziert werden. Eine
pH-Elektrode erfaßt dann quantitativ die A¨nderung des pH-Wertes, die propor-
tional zur Konzentration der Substrate ist.
2.6.2 Aminosa¨ure Bestimmung
Durch Reaktion mit OPA (o-Phthaldialdehyd) in Gegenwart von 3-Mercapto-
propionsa¨ure werden freie Aminosa¨uren bei alkalischem pH-Wert (pH> 9) zu
Isoindol-Derivaten umgesetzt. Die Derivate werden danach durch Umkehrpha-
sen-HPLC83 getrennt, mit einem Fluoreszenzdetektor detektiert und darauffol-
gend quantifiziert (Lim, 1986).
82YSI 2700-Analyser, Yellow Springs Instruments, Ohio, USA
83D-450, Kontron Instruments, Eichingen; D, Sa¨ule: Ultraspher ODS, Beckmann, Mu¨nchen, D
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Reagenzien und Puffer
Derivatisierungsreagenz 50 mg o-Phthaldialdehyd in
1 mL Methanol
100 µL 3-Mercaptopropionsa¨ure
9 mL Boratpuffer (0,6 M, pH 10,4)
Proteinfa¨llungsreagenz 300 µmol δ-Aminovaleriansa¨ure in
5% Perchlorsa¨ure
Puffer A 99% 0,1 M NaOAc(aq.), pH 7,5
1% Tetrahydrofuran
Puffer B 33% 0,1 M NaOAc(aq.), pH 6,0
67% Methanol
HPLC-Anlage, Kontron (II)
Komponente Typenbezeichnung
HPLC D450
Pumpen 420 (2 Stu¨ck)
Autosampler 460
Detektor Fluoreszenzdetektor SFM 25
Software DS 450-MT2
RPC-Sa¨ule Ultraspher ODS, 250mm×4,6mm
Partikelgro¨ße 5µm
Durchfu¨hrung
Es wurden 50µL des zellfreien Kulturu¨berstandes mit 50µL Proteinfa¨llungsrea-
genz versetzt, durchmischt (Vortex) und bei maximaler Umdrehungszahl fu¨nf
Minuten zentrifugiert. Vom klaren U¨berstand wurden 50 µL mit 100µL Borat-
puffer (0,4M, pH 9,5) durchmischt und davon ein 20µL-Aliquot in den HPLC
Autosampler gegeben. δ-Aminovaleriansa¨ure war als interner Standard im Bo-
ratpuffer enthalten. Die Derivatisierung mit OPA erfolgte direkt vor dem HPLC
Lauf. Die Elution erfolgte mit einem bina¨ren Gradienten von Puffer A (polar)
nach Puffer B (unpolar). Die Messungen wurden mit Hilfe von Frau A. Ehrlich
und Frau U. Bu¨rstenbinder unter der Anleitung von Herrn AOR Dr. H. Bu¨nte-
meyer durchgefu¨hrt.
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Nach der chromatographischen Trennung erfolgte die Detektion der Aminosa¨ure-
derivate nach Anregung mit einer Wellenla¨nge von 340 nm bei einer Emissionswel-
lenla¨nge von 450 nm. Die sekunda¨re Aminosa¨ure Prolin reagiert nicht mit OPA;
Cystin und Cystein bilden zwar Derivate, ko¨nnen aber nicht mit einer Wellenla¨nge
von 340 nm angeregt werden.
2.6.3 Fluoreszenz-Pra¨parate
Um die E-Selektin Expression von CHO-E Zellen zu kontrollieren bzw. die E-
Selektin Bildung von HUVEC zu verfolgen, wurden die Zellkulturen regelma¨ßig
mit spezifischen Antiko¨rpern untersucht. Zusa¨tzlich wurden Kontrollen auf My-
koplasmenbefall durchgefu¨hrt.
Mykoplasmen
Die Detektion von Mykoplasmen erfolgte durch Anfa¨rben der DNS mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff DAPI,84 der mit seinen fu¨nf Aminogruppen Wasserstoffbru¨cken-
bindungen zum DNS-Moleku¨lstrang ausbilden kann. Durch diese Methode la¨ßt
sich die Bakterien-DNS lokalisieren. Der Farbstoff hat ein Absorptionsmaximum
bei 368 nm und ein Emissionsmaximum bei 488 nm (blaue Emissionsstrahlung).
Das fixierte Pra¨parat wurde mit einem Fluoreszenz-Umkehrmikroskop85 mit der
entsprechenden Filterkombination (Bandpaßfilter BP365/12, Farbteiler FT395,
Langpaßfilter LP 420) untersucht und dokumentiert (Farbdiafilm Ektachrome
400, Kodak ISO 400/27◦).
E-Selektin
Die E-Selektin Epitope der CHO-E Zellen und HUVEC wurden mit einem spe-
zifischen Antiko¨rper detektiert (Ziege-anti-E-Selektin (JM07/28), siehe auch Ta-
belle 2.11) und konnten dann mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Sekunda¨ran-
tiko¨rpers (DTAF, siehe Tabelle 2.12) dargestellt werden. Der Farbstoff absorbiert
maximal bei 495 nm und emittiert maximal bei 528 nm (gru¨ne Emissionsstrah-
lung). Detektion und Dokumentation erfolgten am Fluoreszenzmikroskop (s.o.)
mit folgender Filterkombination: Bandpaßfilter BP450-490, Farbteiler FT510,
Langpaßfilter LP 520.
84Art.-Nr. D-9542
85Axiovert, Zeiss, Oberkochem, D
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Tabelle 2.15: Arbeitsschritte fu¨r den Immunfluoreszenz-Test.
Schritt Zeit Arbeitsvorgang
1 15 min Fixieren mit Glutaraldehyd
2 10 min Absa¨ttigen mit BSA-Puffer
3 30 min Inkubation mit Prima¨rantiko¨rper
4 3 × 1 min Waschen mit Tween-Puffer
5 30 min Inkubation mit Sekunda¨rantiko¨rper
6 3 × 1 min Waschen mit Tween-Puffer
7 15 min Inkubation mit DAPI-Lo¨sung
8 3 × 1 min Waschen mit Tween-Puffer
9 u¨.N. Einbetten in Mowiol
Puffer und Lo¨sungen
Puffer CMF-PBS siehe Abschnitt 2.4.4
Tween-Puffer 0,05% Tween-21 in CMF-PBS
BSA-Puffer 1% BSA in Puffer
Glutaraldehydlo¨sung 25%iges Glutaraldehyd 1:4 in Puffer
Prima¨rantiko¨rper 1:50 in BSA-Puffer (JM07/28)
Sekunda¨rantiko¨rper 1:50 in BSA-Puffer (DTAF-anti Ziege)
DAPI-Stammlo¨sung 0,1mg DAPI in 1mL Puffer (Lagerung bei −20◦C)
DAPI-Gebrauchslo¨sung 1:100 in Puffer
Durchfu¨hrung
Die Zellen wurden fu¨r die Fluoreszenzdetektion in Objekttra¨gerkammern kul-
tiviert und mit Glutaraldehyd86 auf dem Untergrund fixiert. Der Immunfluo-
reszenztest wurde bei unterschiedlichen Kultivierungsstadien durchgefu¨hrt. Das
weitere Verfahren des Immunfluoreszenztests ist in Tabelle 2.15 in seinen Einzel-
schritten beschrieben. Die Objekttra¨gerkulturen wurden in 4-Well Permanox Sli-
des (Lab-Tek Chamber Slide System87) angelegt. Die Inokulation erfolgte mit
einer Startzelldichte zwischen 0, 5×104 Z/cm2 und 2×104 Z/cm2. Jede der vier
Kammern des Objekttra¨gers hat eine Grundfla¨che von 1,8 cm2 und wurde mit
86Art.-Nr. 49630
87Art.-Nr. 177437, Nunc Inc., Naperville, IL, USA
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700µL Medium in der Kultivierungsphase und 200 µL Lo¨sungen zur Immun-
fluoreszenz-Testdurchfu¨hrung befu¨llt. Fu¨r die Kultivierung der HUVEC wurden
die Objekttra¨ger, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, mit Gelatine vorbeschich-
tet. Zur E-Selektin Expression wurden die HUVEC mit TNF-α und IL-1β fu¨r
vier Stunden vor dem obigen Nachweis, wie in Absatz 2.5.5 erla¨utert, stimuliert.
Um eine Hintergrundfa¨rbung durch unspezifische Bindung von Antiko¨rpern zu
vermeiden, wurde zwischen den Antiko¨rper-Inkubationsschritten mit Tween-Puf-
fer88 gewaschen. Die Haltbarkeit der Pra¨parate wurde durch das Fluoreszenz-
stabilisierende Polymer Mowiol89 erreicht. Zur Herstellung der Mowiol-Lo¨sung
wurden 12 g Mowiol, 30 g Glycerin und 30mL Wasser fu¨r 2 h bei Raumtemperatur
unter Ru¨hren gelo¨st und dann mit 12mL 2M Tris/HCl auf einen pH-Wert von
8,5 eingestellt. Nach Inkubation fu¨r 10min bei 56◦C erfolgte eine Zentrifugation
fu¨r 20min bei 5000×g. Die Lo¨sung wurde fu¨r 15 h bei +4◦C abgeku¨hlt und dann
in 1mL-Portionen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei −20◦C.
2.7 Zelladha¨sion im statischen System
Um den Vorgang der Zelladha¨sion charakterisieren zu ko¨nnen, wurden Versuche
zur Bindung von E-Selektin-exprimierenden Zellen an Ganglioside durchgefu¨hrt.
Hierzu wurden zum einen Ganglioside in Mikrotiterplatten fixiert und zum an-
deren HPTLC-Platten mit getrennten Gangliosiden pra¨pariert. Die Bindung der
E-Selektin-exprimierenden Zellen wurde durch einen Viabilita¨tstest (MTT-Test)
sowie durch das HPTLC-Immun-Overlay Verfahren (siehe Abschnitt 2.4.4) nach-
gewiesen.
2.7.1 HPTLC-Zellzentrifugationskammer
Fu¨r den Adha¨sionstest von Zellen auf Du¨nnschichtchromatographie-Platten wur-
den in Anlehnung an Swank-Hill et al. (1987) Zentrifugationskammern konstru-
iert, die dann von Herrn H. Brinkmann und Herrn A. O. Baldus (Mechanische
Werksta¨tten der Universita¨t Bielefeld) hergestellt wurden.
Voraussetzungen fu¨r den Bau der Zentrifugationskammer waren folgende Anfor-
derungen:
88Art.-Nr. SURF31151, ICI Inc., Middelbrough, UK
89Mowiol, Hoechst, Frankfurt, D, Glycerin
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− Abmessungen gema¨ß der laboru¨blichen Zentrifuge (Megafuge R 1.0, Heraeus
Sepatech GmbH, Osterode, D) mit Schwenkbecher Rotor Typ 3471 (d.h.
Mikrotiterplatten a¨hnliche Grundform),
− geringes Gewicht: 130 g Maximalgewicht pro Rotorplatz bei maximaler
Drehzahl,
− leichte Handhabbarkeit: schnelles Befu¨llen mit und Entleeren von Zellsus-
pension,
− schonende Sicherung der HPTLC-Platte; die Sicherung sollte nur in Rand-
bereichen der HPTLC-Platten erfolgen, da sonst das Silikagel bescha¨digt
wird,
− geringes Flu¨ssigkeitsvolumen im befu¨llten Zustand,
− dichtes Abschließen aller Kammero¨ffnungen, auch beim Zentrifugationsvor-
gang,
− Besta¨ndigkeit gegenu¨ber Reinigungschemikalien. (70% Ethanol)
Die Kammern wurden mit den Ausmaßen 131mm×87mm×10mm (L×B ×H)
aus Plexiglasplatten der Sta¨rke 10 mm mit einer CNC-gesteuerten Universal-
fra¨smaschine90 mit PC-Steuerung91 angefertigt.
Fu¨r die HPTLC-Plattenformate 5 cm×10 cm und 1,5 cm×10 cm wurden zwei a¨hn-
liche Zentrifugationskammer-Typen gebaut (siehe Tabelle 2.7.1). Die gro¨ßere Vo-
lumina fassende Kammer (Typ I, 15mL) wurde durch einen Mittelsteg unter-
teilt, so daß zwei separate Zellsuspensionen mit je 5mL eingefu¨llt werden konn-
ten (Typ II). Jede Einzelkammer hat zwei Gewindebohrungen (® 3 mm) zum
Befu¨llen mit und Entleeren von Zellsuspension. Verschlossen wurden diese Kam-
mern durch Kunststoffschrauben und abgedichtet mit Viton-O-Dichtungsringen.
Zentrifugations-Kammern
Zentrifugations- HPTLC-Platten Plattengro¨ße Volumen pro
Kammer Anzahl HPTLC-Platte
Typ I 1 5 cm×10 cm 15mL
Typ II 2 1,5 cm×10 cm 5mL
90Typ UM 710, Mikron AG, Biel, CH
91TNC 426PB, Heidenhain AG, Traunreuth, D
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In Abbildung 2.2 ist die Zentrifugationskammer vom Typ I exemplarisch darge-
stellt. Die Kammer des Typ II (Zweikammersystem) ist durch einen Mittelsteg
in der Hauptachse der Deckelplatte und eine Aussparung in der Bodenplatte
vera¨ndert (nicht gezeigt).
Es wurden sechs Aussparungen fu¨r Metallfederklammern92 angebracht, deren
Spannbu¨gel nach manueller Montage fu¨r die anschließende Zentrifugation abge-
nommen werden konnten. Abgedichtet wurde das System mit, aus Silikonmatten
geschnittenen, Dichtungen. Dazu wurden aus einer transparenten Silikonmatte
T4593 der Sta¨rke 5mm und der Dehnung 40 bis 45 shore den Dichtungsausspa-
rungen der Kammer entsprechende Formen geschnitten.
Um den Haftkontakt der Dichtung nicht zu beeintra¨chtigen, wurde sie wa¨hrend
des Montagevorgangs trocken gehalten.
2.7.2 Zelladha¨sion an fixierte Ganglioside
Ganglioside sind in der Lage, aus organischen Lo¨sungen an Kunststoffoberfla¨chen
zu binden, wenn das Lo¨sungsmittel verdampft (Ausnahme: Chloroform). Man
kann so den Boden von Mikrotiterplatten (MT-Platten) mit Gangliosidemischun-
gen beschichten.
Durch die Du¨nnschichtchromatographie werden Einzelkomponenten von Ganglio-
sidgemischen nach ihren unterschiedlichen molekularen Strukturen getrennt. Die-
se Chromatogramme ko¨nnen ebenfalls fixiert werden (siehe Abschnitt 2.4.4).
Beide Verfahren wurden eingesetzt, um eine Adha¨sion E-Selektin exprimierender
Zellen an Ganglioside zu untersuchen und dadurch Ganglioside mit Rezeptor-
funktion fu¨r das E-Selektin zuordnen zu ko¨nnen.
Puffer und Lo¨sungen
CMF-PBS siehe Abschnitt 2.4.4
HEPES siehe Abschnitt 2.4.4
Absa¨ttiger 3% BSA in Zellkulturmedium
92Breite: 32 mm, Mauly, Typ 21432, Maul GmbH, D
93Art.-Nr. 60840435, Kahmann & Ellerbrock GmbH & Co.,
Technischer Großhandel, Bielefeld, D
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Silikondichtung
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Abbildung 2.2: Zentrifugationskammer Typ I fu¨r HPTLC-Platten der Gro¨ße
5 cm×10 cm.
A: Querschnitt durch die Kammermitte mit Positionierung der HPTLC-Platte und der
Silikondichtung, B: Aufsicht, Bodenplatte, C: Aufsicht, Deckplatte mit Bohrungen. Die
Zahlen in der Abbildung entsprechen Absta¨nden in mm.
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Durchfu¨hrung
Die adha¨rent wachsenden Zellen wurden enzymatisch von der Kultivierungsober-
fla¨che gelo¨st (siehe Abschnitt 2.5.3.2), in ein steriles 50mL Kunststoffro¨hrchen
u¨berfu¨hrt und dann unter Schwenken bei 37◦C fu¨r zwei Stunden (CHO Zellen)
bzw. fu¨r vier Stunden nach Stimulation (siehe Abschnitt 2.5.5; HUVEC) inku-
biert. Beide Zelltypen neigten zur interzellula¨ren Adha¨sion, wobei die CHO-E
Zellen Cluster von zwei bis vier Zellen bildeten, HUVEC dagegen zur Aggrega-
tion von bis zu zehn Zellen neigten.
Die Parameter fu¨r die zwei Testsysteme (Zelladha¨sionsverfahren mit MT-Platten
und HPTLC-Platten) wurden identisch gewa¨hlt und beide Tests wurden wie in
Tabelle 2.16 beschrieben durchgefu¨hrt.
Die in Schritt 5 der Tabelle 2.16 beschriebene Resuspension der sedimentierten
Zellen erfolgte unter Schwenken94 bei 37◦C. Der automatische Schwenker wurde
dabei auf einer konstanten Kippbewegung (r0 =3) unter konstantem Steigungs-
winkel (A05) betrieben. Die Zentrifugationsschritte wurden vor der Resuspension
in Richtung der fixierten Ganglioside (Plus-Richtung) durchgefu¨hrt. Nach der
Resuspension erfolgte die Zentrifugation in Minus-Richtung, damit die unspezi-
fisch und schwach an das Kieselgel bzw. den MT-Plattenboden gebundenen Zellen
wieder von den fixierten Gangliosiden getrennt wurden.
Das Einbringen der Zellsuspension in die Vertiefungen der MT-Platte und in die
HPTLC-Zentrifugationskammer erfolgte mit einer Pipettierhilfe. Die Zellsuspen-
sion und der Puffer wurden mit Hilfe einer Saugflasche durch Wasserstrahlpum-
penvakuum vorsichtig entfernt, wobei darauf geachtet wurde, daß die adha¨rierten
Zellen nicht abgesaugt wurden.
2.7.2.1 Zelladha¨sion in Mikrotiterplatten
Durchfu¨hrung
Die Vertiefungen (Wells) einer 96-Well-Mikrotiterplatte95 wurden mit Gangliosi-
den beschichtet. Dazu wurden 100 µL der Gangliosidmischung in methanolischer
Lo¨sung in die Wells eingebracht, wobei die Anheftung durch Verdampfung des
organischen Lo¨sungsmittels erfolgte. Die Ganglioside wurden dabei an den Boden
der Wells der MT-Platten adsorbiert.
94Schwenker Typ RS-PL 28-10, Heto Lab Equipment, Halten, AS, DK
95F96 MaxiSorp Immuno-Plate, Art.-Nr. 442404, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
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Tabelle 2.16: Arbeitsschritte zur Durchfu¨hrung des statischen Zelladha¨sions-
Testverfahrens.
Schritt Dauer [min] Arbeitsvorgang
1 15 U¨berschichten der fixierten Ganglioside
mit Absa¨ttiger
2 3 Waschen mit Medium
3 Einbringen der Zellsuspension bei +4◦C
4 5 Zentrifugation in Plus-Richtunga
400Upm (32×g)
5 30 Resuspension der sedimentierten Zellen
unter Schwenken bei 37◦C
6 10 Zentrifugation in Minus-Richtung
1700Upm (565×g)
7 3× 1 Waschen mit Puffer bei +4◦C
8 Detektion adha¨rierter Zellen
(siehe Abschnitt 2.10 und 2.7.3)
aPlus-Richtung bedeutet hier, daß die Zellsuspension auf den Well-Boden der MT-Platte
bzw. auf die Kieselgelschicht zentrifugiert wurde, Minus bezeichnet die entgegengesetzte
Zentrifugationsrichtung.
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Fu¨r den CHO-E Zelladha¨sionstest erfolgten die einzelnen Inkubationsschritte mit
vorverdu¨nnten Gangliosid-Lo¨sungen und Zellsuspensionen in den Volumina von
100µL pro Well. Fu¨r die anschließende Detektion gebundener Zellen mit dem
MTT-Viabilita¨tstest (siehe Abschnitt 2.7.3.1) wurden lediglich 90µL Medium in
den Wells vorgelegt.
Referenz-MT-Platten wurden unter identischen Bedingungen parallel mit Gan-
gliosidmischungen beschichtet und dann mit CHO-K1 Zellen inkubiert.
Fu¨r jeden Testansatz in einer MT-Platte wurden Zellsuspensionen mit unter-
schiedlicher Zellkonzentration angesetzt, die durch 1:2-Verdu¨nnung der Ausgangs-
zellsuspension hergestellt wurden. Die Ausgangskonzentrationen lagen zwischen
1,3×105 Z/mL und 0,9×106 Z/mL.
Die Zentrifugationsschritte in MT-Platten (Schritte 4 und 6 in Tabelle 2.16) wur-
den nach dem Abdichten der MT-Platte mit Parafilm96 durchgefu¨hrt.
Adha¨rierte Zellen wurden mikroskopisch im MT-Plattensystem kontrolliert und
mit dem MTT-Viabilita¨tstest, wie unter Abschnitt 2.7.3.1 beschrieben, nachge-
wiesen.
2.7.2.2 Kompetitive Inhibition im MTP-System
Die Zelladha¨sion an, mit Gangliosiden vorbeschichteten MT-Platten Wells, wurde
mit dem mAk CSLEX1 inhibiert. Diese Vorgehensweise entsprach dem Ansatz fu¨r
einen Immun-Overlay Test (siehe Abschnitt 2.4.4). Die Dauer der Ak-Inkubation
betrug zwischen 1 h und 4,5 h. Der Antiko¨rper wurde in Konzentrationen zwischen
0,006 nmol/mL bis 0,1 nmol/mL in CMF-PBS mit 1% BSA verwendet. Diese Kon-
zentrationen entsprechen bei 100µL Volumina pro Well Mengen von 60 ng/Well
bis 1000 ng/Well bzw. 0,035 ng/mm2 bis 0,51 ng/mm2 (Well-® = 6,3mm).
2.7.2.3 Zelladha¨sion an HPTL-Chromatogrammen
Um E-Selektin-bindende Ganglioside in einem Gemisch zu identifizieren, wurde
das Verfahren der Du¨nnschichtchromatographie mit einem statischen Zelladha¨-
sionstest kombiniert. Dazu wurden die Chromatogramme (HPTLC-Platten) in ei-
ne speziell fu¨r den Adha¨sionstest konzipierte Kammer u¨berfu¨hrt (siehe Abschnitt
2.7.1) und mit Zellsuspension inkubiert.
96Parafilm M Laboratory film, American Nationalcan, Chicago, USA
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Durchfu¨hrung
Die Du¨nnschichtchromatogramme wurden durch Plexigum fixiert (siehe Abschnitt
2.4.4) und, sofern erwa¨hnt, vorinkubiert (siehe Abschnitt 2.4.4). Die Durchfu¨hrung
des Tests erfolgte gema¨ß den in Tabelle 2.16 beschriebenen Arbeitsschritten. Die
HPTLC-Platte wurde nach Schritt 1 in Tabelle 2.16 in die Zentrifugationskammer
u¨berfu¨hrt, die Kammer mit Medium gefu¨llt und mit den Metall-Federklemmen
verschlossen. Nach Beendigung des letzten Zentrifugationsschrittes (Minus-Zentri-
fugation, Schritt 6 in Tabelle 2.16) wurde die HPTLC-Platte wieder in eine
Overlay-Inkubationskammer in Puffer u¨berfu¨hrt.
Die Zelldichte der CHO-Suspensionen fu¨r die Adha¨sionstests variierte zwischen
5×104 Z/mL und 1×106 Z/mL. Bei den HUVEC wurden Zelldichten zwischen
8×104 Z/mL und 1,5×105 Z/mL verwendet.
Gebundene Zellen wurden anschließend mit Hilfe der Immun-Overlay Technik
(siehe Abschnitt 2.4.4) und durch einen MTT-Viabilita¨tstest (vgl. Abschnitt
2.7.3) nachgewiesen.
2.7.2.4 Kompetitive Inhibition im HPTLC-System
Fu¨r die Durchfu¨hrung des Immun-Overlay Tests (siehe Abschnitt 2.4.4) wurden
die HPTLC-Platten, wie unter Abschnitt 2.4.4 beschrieben, entweder u¨.N. oder
nach Vorinkubation fu¨r 1 h bei 37◦C in CMF-PBS vorinkubiert. Die Platten mit
den fixierten Gangliosiden wurden mit dem mAk CSLEX1 in Konzentrationen
von 2µg/mL bis 16µg/mL u¨berschichtet. Danach erfolgte der Zelladha¨sionstest.
2.7.3 MTT-Viabilita¨tstest
Die Detektion von Zellen kann u¨ber ihre Fa¨higkeit Farbstoffe zu bilden erfolgen.
Das verwendete Testsystem basiert auf der Umsetzung des farblosen Substrates
(MTT-Salz97) zum violetten Formazanderivat durch Ringo¨ffnung, die von leben-
den Zellen katalysiert wird (Mosmann, 1983). Erste Untersuchungen gaben den
Hinweis, daß das Enzym Succinat-Dehydrogenase der mitochondrialen Atmungs-
kette prima¨r an der Reduktion des MTT-Salzes beteiligt ist. Berridge & Tan
konnten 1993 zeigen, daß dieser Weg nur eine untergeordnete Rolle spielt und
daß die Reduktion des MTT-Salzes hauptsa¨chlich im Zytosol unter Verbrauch
der Pyridin-Nukleotid Kofaktoren NADH und NADPH stattfindet.
97Art.-Nr. M-2128
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Die Auswertung und Quantifizierung erfolgt durch Auflo¨sen der Formazankristal-
le98 und die darauf folgende photometrische Bestimmung bei 570 nm.
Zusa¨tzlich erha¨lt man durch dieses Testverfahren Informationen u¨ber den Viabi-
lita¨tsstatus einer Zellkultur. Es bietet eine Mo¨glichkeit zur schnellen Visualisie-
rung des Zustandes einer Zellkultur.
Das Substrat-Reagenz wird frisch bereitet, und nach 3 Stunden Inkubation bei
37◦C unter Lichtausschluß kann die Bildung der violettfarbenen Kristalle durch
proliferierende Zellen beobachtet werden.
Puffer und Lo¨sungen
MTT-Reagenz 100mg MTT-Tetrazolium Salz
20mL CMF-PBS
(Endkonzentration 5mg/mL)
Extraktionspuffer 20 g SDS (Natriumdodecylsulfat)
40mL DMF (N,N -Dimethylformamid)
40mL Wasser
2.7.3.1 MTT-Test in Mikrotiterplatten
Die nach dem statischen Zelladha¨sionstest erhaltenen MT-Platten (siehe Ab-
schnitt 2.7.2.1) wurden nach Schritt 6 aus Tabelle 2.16 zuna¨chst mit 90µL Me-
dium pro Well und anschließend mit 10µL MTT-Reagenz befu¨llt. Nach der In-
kubation im Brutschrank wurden die gebildeten Formazankristalle durch Zugabe
von 100µL Extraktionspuffer pro Well fu¨r weitere 12 h im Brutschrank gelo¨st.
Danach wurde die MT-Platte fu¨r 30min bei 37◦C geschu¨ttelt. Die Auswertung
erfolgte densitometrisch bei 570 nm mit einem ELISA-Reader.99
2.7.3.2 MTT-Test auf HPTL-Chromatogrammen
Zur Detektion gebundener Zellen auf der HPTLC-Platte nach Zelladha¨sion (sie-
he Abschnitt 2.7.2.3) mittels MTT-Farbstoff wurden die Chromatogramme mit
frisch hergestelltem MTT-Reagenz inkubiert. Da es fu¨r dieses Testverfahren von
98Art.-Nr. L-3771 (SDS), Art.-Nr. D-8654 (DMF)
99ELx808, Bio-Tek Instruments Inc., Vermont; Software: MikroWin, Version 3.0,
Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, D
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Vorteil ist, daß mit dem Farbstoffpra¨zipitat gleichzeitig eine Lokalisierung der
Gangliosidbanden erfolgt, wurde der Solubilisierungsschritt wie unter Abschnitt
2.7.3.1 beschrieben nicht durchgefu¨hrt. Nach Inkubation im Brutschrank fu¨r drei
Stunden erfolgte ein dreimaliges Waschen der HPTLC-Platte mit CMF-PBS Puf-
fer. Die Zellbindung konnte durch die Detektion der dunkelvioletten Banden auf
gelbem Untergrund erkannt werden. Der Hintergrund der Chromatogramme dun-
kelte schnell nach, so daß eine sofortige Dokumentation der HPTLC-Platten not-
wendig war.
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Ausgangsmaterial
Als Ausgangsmaterial diente eine Gangliosidpra¨paration aus Granulozyten, die
hauptsa¨chlich Monosialoganglioside enthielt (siehe Abschnitt 2.2). Diese Pra¨pa-
ration wurde nach Iatrobeads-Chromatographie gema¨ß ihrer Elution in die Frak-
tionen JM07/7-1 bis JM07/7-4 aufgeteilt, die in definierten Konzentrationen des
Lo¨sungsmittels C/M (2/1) aufgenommen wurden.
Fraktion JM07/7-1 entha¨lt hauptsa¨chlich die Ganglioside GM3, IV3Neu5Ac-nLc4,
IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6. Die weiteren Fraktionen JM07/7-2,
JM07/7-3 und JM07/7-4 enthalten die Monosialoganglioside VI3Neu5Ac-nLc6,
VIII3Neu5Ac-nLc8, X3Neu5Ac-nLc10 und XII3Neu5Ac-nLc12, die fukosyliert und
nicht-fukosyliert vorliegen.
Die Fraktionen JM07/7-3 und JM07/7-4 konnten in C/M (2/1) nicht vollsta¨ndig
gelo¨st werden. Das sich bildende Sediment wurde durch Zentrifugation von den
gelo¨sten Bestandteilen der Gangliosidmischung getrennt und in M/W (1/1) auf-
genommen. Diese Sedimentfraktionen wurden mit den Endungen S fu¨r Sediment
versehen (JM07/7-3S und JM07/7-4S) und zeichnen sich dadurch aus, daß sie
hauptsa¨chlich aus Gangliosiden bestehen, die Saccharidketten von mindestens
sechs Monosacchariden besitzen. Die Strukturen mit Saccharideinheiten gro¨ßer
als VI3Neu5Ac-nLc6 werden im weiteren als langkettige Ganglioside bezeichnet.
Im Gegensatz dazu werden die Ganglioside mit kleinerem Oligosaccharidanteil,
wie sie hauptsa¨chlich in der Fraktion JM07/7-1 vorliegen, als kurzkettige Gan-
glioside definiert.
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3.1 Konzentrationsbestimmung und densitometri-
sche Detektion von Sialinsa¨uren
Die Ganglioside der HGG-Fraktionen JM07/7-1 bis JM07/7-4 sind Monosialogan-
glioside und besitzen endsta¨ndige Neu5Ac-Gruppen in einem molaren Verha¨ltnis
von 1:1. Folglich lassen sich durch Quantifizierung der Sialinsa¨ure die Mengen der
Ganglioside bestimmen. Dazu wurde zum einen die Quantifizierung von sa¨urehy-
drolytisch abgespaltener und anschließend derivatisierter Sialinsa¨ure in Lo¨sung
mittels HPLC durchgefu¨hrt. Zum anderen wurde durch Densitometrie direkt auf
der HPTLC-Platte die mit dem Sialinsa¨ure-spezifischen Farbreagenz Resorcin
gefa¨rbten Ganglioside vermessen.
3.1.1 Ermittlung der Gangliosidkonzentration u¨ber Sialinsa¨ure-
bestimmung mittels HPLC
Die HGG-Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-
4S wurden auf ihren Gehalt an den Sialinsa¨urenN -Acetylneuraminsa¨ure (Neu5Ac)
und N -Glykolylneuraminsa¨ure (Neu5Gc) untersucht (siehe Abschnitt 2.4.1). Wie
erwartet wurde lediglich Neu5Ac detektiert, da diese Sialinsa¨ure im gesunden
menschlichen Organismus ausschließlich vorkommt.
Die von den Gangliosiden hydrolytisch abgespaltenen Sialinsa¨uren wurden mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DMB umgesetzt und danach durch Umkehrphasen-
HPLC getrennt. Die Signale des nachgeschalteten Fluoreszenzdetektors konnten
mit Hilfe einer Eichreihe quantifiziert werden. Fu¨r die HGG-Fraktionen wurde der
Sialinsa¨uregehalt durch Fu¨nffachbestimmung ermittelt. Die Berechnung der Gan-
gliosidkonzentrationen erfolgte u¨ber die Werte fu¨r die Sialinsa¨urekonzentrationen.
Nach Umrechnung der Sialinsa¨ure-Werte auf die Gangliosid-Ausgangsprobe wur-
den das arithmetische Mittel und die Standardabweichung bestimmt (siehe Ab-
schnitt 2.1). Die ermittelten Sialinsa¨ure- und Gangliosidkonzentrationen sind in
Tabelle 3.1 zusammenfassend dargestellt.
Die Berechnungen beruhen auf der Annahme, daß die Fraktionen aus Monosialo-
gangliosiden bestehen und die Hauptganglioside die in der Tabelle 3.1 aufgefu¨hr-
ten Molmassen besitzen. Diese Molmassen wurden aus massenspektrometrischen
Messungen von Frau Dipl.-Biochem. A. Olbrich ermittelt, die in Zusammenarbeit
mit Herrn Dipl.-Chem. W. Metelmann (Institut fu¨r Medizinische Physik und Bio-
physik von Frau Prof. Dr. J. Peter-Katalinic´ in Mu¨nster) durchgefu¨hrt wurden.
Sie basieren auf einer Abscha¨tzung der Hauptkomponenten in den vorliegenden
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Tabelle 3.1: Sialinsa¨ure- und Gangliosidkonzentrationen von fu¨nf HGG-Fraktionen.
HGG-Fraktion Hauptgangliosida Neu5Acb Gangliosidec
[g/mol] [µg/µL] [µg/µL]
JM07/7-1d 1571 120,0 5,18 ± 0,120
JM07/7-3 2064 37,2 0,18 ± 0,039
JM07/7-3S 2492 33,3 0,24 ± 0,053
JM07/7-4 1966 16,9 0,38 ± 0,084
JM07/7-4S 2631 27,7 0,31 ± 0,068
aMassenzahlen nachOlbrich (2001), bermittelt nach Sialinsa¨ure-Derivatisierung mit DMB
und anschließender Trennung mit Supersphere RP18-Umkehrphasen-HPLC, cberechnet aus
der Molmasse des Hauptgangliosides und der Sialinsa¨ure-Konzentration, din die Berechnung
der Gangliosidkonzentration fu¨r die HGG-Fraktion JM07/7-1 wurden zusa¨tzlich Werte einer
Dreifachbestimmung aus einer auf Galaktose beruhenden Bestimmungsmethode einbezogen
(siehe Olbrich, 2001.)
Gangliosid-Gemischen (Olbrich, 2001). Die in Tabelle 3.1 zusammengestellten
Werte bildeten die Grundlage aller Berechnungen, die in dieser Arbeit durch-
gefu¨hrt wurden.
3.1.2 Quantifizierung von Du¨nnschichtchromatogrammen mit-
tels Densitometrie
Zur Dokumentation und Auswertung der Du¨nnschichtchromatogramme wurde
zuna¨chst ein Vergleich von zwei densitometrischen Methoden vorgenommen. Die
in der Arbeitsgruppe etablierte Quantifizierung von HPTLC-getrennten Ganglio-
siden mit dem Densitometer CD 60 (Desaga) erfolgte u¨ber die Anfa¨rbung der
Banden und anschließende Vermessung im Remissionsmodus bei einer definierten
Wellenla¨nge. Die zu testende Alternativmethode erfolgte mit einem handelsu¨bli-
chen PC-Scanner (HP ScanJet 4c) und der Software DeskScanII (ebenfalls HP;
siehe Abschnitt 2.4.3.4).
Diese Untersuchung sollte zeigen, ob die beiden Methoden identische Meßergeb-
nisse lieferten. Der direkte Vergleich der beiden Verfahren wurde mit Resorcin-
gefa¨rbten Banden des Neu5Ac-Sialinsa¨ure-Standards durchgefu¨hrt. Dazu wur-
den Neu5Ac-Sialinsa¨ure-Mengen von 0,05µg bis 5µg pro Bande in Absta¨nden
von 1 cm, 2 cm, 3 cm und 4 cm von der unteren Plattenkante auf eine HPTLC-
Platte aufgetragen, in Gangliosid-Laufmittel LM 1 chromatographiert und an-
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Abbildung 3.1: Resorcin-gefa¨rbte Neu5Ac-Sialinsa¨urestandards auf der HPTLC-Platte
nach Du¨nnschichtchromatographie in Laufmittel LM 1 fu¨r Ganglioside (siehe Tabelle 2.9).
Die Zentimeterangaben entsprechen den Auftragungspositionen der 5mm-Banden vom un-
teren Plattenrand gemessen.
Neu5Ac-Mengen pro 5mm-Bande: a: 0,1µg, b: 0,5µg, c: 1µg, d: 2µg, e: 3µg, f: 4µg,
g: 5µg.
schließend mit Resorcinlo¨sung angefa¨rbt. Die HPTLC-Platten wurden von Frau
Dipl.-Biochem. A. Olbrich zur Verfu¨gung gestellt (siehe auch Olbrich, 2001).
Der Chromatographieschritt wurde durchgefu¨hrt, um den Diffusionseffekt durch
das Laufmittel auf die Bandenfa¨rbung zu erfassen (siehe Abbildung 3.1).
Die Sialinsa¨urebanden in 4 cm Ho¨he (ku¨rzester Laufmittelkontakt) wurden kaum
verbreitert, wa¨hrend Sialinsa¨urestandards in 1 cm Applikationsho¨he (la¨ngster Lauf-
mittelkontakt) erheblich in die Kieselgelschicht diffundierten. Generell ist festzu-
stellen, daß es zu einer Bandenverbreiterung mit Zunahme der Expositionsdauer
in Laufmittel kommt. Dies gilt fu¨r alle eingesetzten Sialinsa¨uremengen. Das De-
tektionslimit fu¨r die Resorcinfa¨rbung liegt hier bei ca. 0,1µg pro 5mm-Bande, da
bei Applikation von 0,05µg pro Bande keine Fa¨rbung detektiert werden konnte
(nicht in Abbildung 3.1 wiedergegeben). Eine Verbreiterung der Banden fu¨hrte
bei beiden densitometrischen Methoden zu einem ho¨heren Detektionssignal.
Mit Hilfe des Paardifferenz-Tests nach Wilcoxon und dem Rangkorrelations-
verfahren nach Spearman (siehe Tabelle 3.2) sollte gekla¨rt werden, ob diese
beiden Quantifizierungs-Methoden auch statistisch betrachtet identische Resul-
tate liefern. Dazu wurde die Nullhypothese H0 gepru¨ft. Bei der Annahme von H0
geht man davon aus, daß Unterschiede der Meßwerte von Wertepaaren zufallsbe-
dingt sind. Werden die Differenzen zwischen den Meßwerten der Wertepaare als
signifikant betrachtet, so wird die Nullhypothese abgelehnt. Eine Auflistung der
statistischen Gro¨ßen ist in Tabelle 3.2 gegeben.
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Tabelle 3.2: Statistische Gro¨ßen des Paardifferenz-Testes nach Wilcoxon (A)
und des Rangkorrelationsverfahrens nach Spearman (B) berechnet aus den mit
dem CD 60-DeskScan und dem HP ScanJet 4c-Scanner aufgenommenen Neu5Ac-
Densitogrammen (siehe Abbildung 3.1).
Bandenho¨he statistische Gro¨ßen
A [cm] n
∑
|R| R Rn/α
1 7 28 RN =12,5 > 2
2 7 28 RP =11,5 > 2
3 7 28 RP =12 > 2
4 7 28 RN =13 > 2
B [cm] n
∑
d2i rs rs(n/α)
1 7 0 1 > 0,68
2 7 0 1 > 0,68
3 7 2 0,943 > 0,68
4 7 6 0,893 > 0,68
n =Anzahl der Sialinsa¨uremengen bei Fu¨nffachmessungen,
∑
|R| = Summe von RP
(Summe der positiven Rangzahlen) und RN (Summe der negativen Rangzahlen), Rn/α =
Signifikanzschranke des Wilcoxon Paardifferenz-Tests fu¨r α=0,05,∑
d2i = Summe der Quadrate der Rangdifferenzen, rs =Rangkorrelationskoeffizient,
rs(n/α) = Signifikanzschranke der Spearman-Rangkorrelation fu¨r α=0,05.
Fu¨r alle vier Absta¨nde von der HPTLC-Plattenkante der sieben verschiedenen
Sialinsa¨uremengen (n=7) wurden gema¨ß demWilcoxon-Test kleinste Rangsum-
men berechnet, die alle u¨ber der Signifikanzschranke fu¨r eine Irrtumswahrschein-
lichkeit von α=0,05 liegen. Das bedeutet fu¨r alle Stichproben, daß die Unter-
schiede in den Meßwerten der Wertepaare zufallsbedingt sind.
Weiterhin konnte mit der Regressionsanalyse nach Spearman bewiesen werden,
daß zwischen den beiden densitometrischen Auswertungen ein statistischer Zu-
sammenhang besteht. Fu¨r die beiden Applikationsho¨hen von 1 cm und 2 cm be-
steht sogar ein funktionaler Zusammenhang. D.h. fu¨r die beiden Meßreihen, daß
die Werte zu 100% u¨bereinstimmen und keine Abweichungen festgestellt wurden.
Damit wurde statistisch bewiesen, daß die beiden Auswertungs-Methoden korre-
lierend und somit austauschbar sind. Die in dieser Arbeit ausgewerteten Densi-
togramme wurden nicht mit dem in der Arbeitsgruppe etablierten Desaga CD60
Scanner sondern mit dem HP ScanJet 4c aufgenommen und mit dem Programm
WinCam II ausgewertet (siehe Abschnitt 2.4.3.3).
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Abbildung 3.2: Vergleich der Auftrennung von Gangliosidgemischen in Laufmitteln un-
terschiedlicher Polarita¨t.
Die Ganglioside wurden mit Orcin detektiert.
A: Gangliosid-Laufmittel LM 1, B: Gangliosid-Laufmittel LM 2 (siehe Tabelle 2.9).
a: 0,6µg JM07/7-1, b: 0,585µg JM07/7-3, c: 0,795µg JM07/7-3S.
3.2 1D- und 2D-Du¨nnschichtchromatographie von
Gangliosiden
3.2.1 Vergleich der Laufmittel LM 1 und LM 2 zur Trennung
langkettiger Ganglioside
Um eine optimale Trennung langkettiger Ganglioside zu erreichen, wurde de-
ren Chromatographieverhalten in Laufmitteln mit unterschiedlichen Polarita¨ten
untersucht. Ein Vergleich der Saccharidfa¨rbung mit Orcin und der Sialinsa¨ure-
spezifischen Resorcinfa¨rbung (siehe Abschnitt 2.10) ergab, daß die fu¨r die weiteren
Untersuchungen relevanten langkettigen Monosialoganglioside durch Orcinlo¨sung
wesentlich intensiver angefa¨rbt werden als durch die aufwendigere Methode mit
Resorcin. Daher wurde zur Referenzfa¨rbung der Ganglioside auf HPTLC-Platten
grundsa¨tzlich Orcin verwendet.
Das optimale Laufmittel wurde durch Variation der Volumenanteile der drei
verwendeten Lo¨sungsmittel Chloroform, Methanol und Wasser ermittelt. Aus-
gehend vom Gangliosid-Laufmittel LM 1 mit dem Volumen-Verha¨ltnis C/M/W
(120/85/20) mit 2mM CaCl2 wurde der Anteil der polaren Komponenten (Metha-
nol und Wasser) graduell erho¨ht, wobei der Wasseranteil nicht gro¨ßer als 14 Volu-
menprozent war. Der Mindestgehalt des unpolaren Chloroforms in den polareren
Laufmitteln unterschritt einen Anteil von 50 Volumenprozent nicht. Als optimales
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Laufmittel fu¨r langkettige Monosialoganglioside wurde das Volumen-Verha¨ltnis
C/M/W (50/47/14) mit einem Zusatz von 5mM CaCl2 verwendet.
Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch die Auftrennung der HGG-Fraktionen JM07/7-
1, JM07/7-3 und JM07/7-3S. Die Proben wurden auf eine HPTLC-Platte appli-
ziert und dann in den beiden Laufmitteln fu¨r Ganglioside LM 1 (Abbildung 3.2
A) und LM 2 (Abbildung 3.2 B; siehe Tabelle 2.9) fu¨r 25 min chromatographiert.
Der Vergleich zwischen den beiden Chromatographien zeigt deutlich, daß im
polareren Laufmittel (LM 2) die langkettigen Monosialoganglioside der HGG-
Fraktionen unterhalb von VI3Neu5Ac-nLc6 besser getrennt wurden als im un-
polareren Laufmittel LM 1. Die Einzelkomponenten entfernen sich deutlich von
der Auftragslinie, wa¨hrend sich im LM 1 die langkettigen Strukturen der HGG-
Fraktion JM07/7-3S durch Chromatographie nur geringfu¨gig vom Applikationsort
fortbewegen. Im Gegensatz dazu werden im oberen Bereich des Chromatogram-
mes in LM 2 die Ganglioside mit kurzen Oligosaccharidketten schlechter getrennt.
Fu¨r die HPTLC von langkettigen Gangliosiden wurde daher grundsa¨tzlich das
polarere Gangliosid-Laufmittel LM 2 eingesetzt.
3.2.2 2D-Du¨nnschichtchromatographie der HGG-Fraktionen
JM07/7-1 und JM07/7-3
Um die Komplexita¨t der verwendeten HGG-Fraktionen bzw. ihre Vielfalt an Ein-
zelkomponenten zu veranschaulichen, wurden zweidimensionale Du¨nnschichtchro-
matogramme angefertigt (Wiesner & Sweeley, 1995). Die HGG-Fraktionen
JM07/7-1 (Abbildung 3.3 A) und JM07/7-3 (Abbildung 3.3 B) wurden gema¨ß
den Angaben in Abschnitt 2.4.3.3 chromatographiert und dann mit Orcinlo¨sung
gefa¨rbt.
In den 2D-Chromatogrammen in Abbildung 3.3 ist eine weitere Auftrennung der
langkettigen Ganglioside, die unterhalb von VI3Neu5Ac-nLc6 chromatographie-
ren, im Vergleich zur 1D-Chromatographie erreicht worden (linker unterer Qua-
drant der Chromatogramme). Zudem wird deutlich, daß die Ganglioside dieser
Fraktion ein sehr hohes Maß an Komplexita¨t besitzen. Die in dem 1D-HPTLC-
Verfahren als Hauptkomponenten der HGG-Fraktion JM07/7-1 dominierenden
Gangliosidbanden (siehe Abbildung 3.2, Spuren a), die GM3, IV3Neu5Ac-nLc4,
IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 zugeordnet werden ko¨nnen, wurden in
der Abbildung 3.2.2 mit gepunkteten Linien markiert.
Die Methode der 2D-Chromatographie wurde im weiteren nicht eingesetzt, da
sie sich fu¨r die pra¨parative HPTLC von Gangliosiden als ungeeignet erwies. Die
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Abbildung 3.3: Zweidimensionale HPTLC-Trennung von Gangliosid-Fraktionen humaner
Granulozyten.
A: 1,8µg JM07/7-1, B: 0,585µg JM07/7-3. Ganglioside wurden mit Orcin gefa¨rbt.
1. Dimension: LM 2 fu¨r Ganglioside, 2. Dimension: LM D fu¨r Ganglioside (siehe Tabelle 2.9).
−→: Laufrichtung, ↔: Applikationsursprung, gepunktete Linien markieren Orcin-positive Flecken,
denen aufgrund von 1D-Chromatographien definierte Gangliosid-Strukturen zugeordnet wurden.
Ganglioside ko¨nnen nicht in gro¨ßeren Mengen mit zufriedenstellender Auflo¨sung
getrennt werden. Außerdem wird eine Isolierung einzelner Ganglioside in gro¨ßeren
Mengen sehr zeit- und materialaufwendig.
Fu¨r zuku¨nftige strukturelle Untersuchungen durch Massenspektrometrie sind die
2D-Chromatogramme aufgrund ihres reproduzierbaren Laufverhaltens sehr gut
geeignet. Ganglioside ko¨nnten entweder nach Elution der Flecken oder direkt von
der HPTLC-Platte aus analysiert werden.
3.3 Immun-Overlay Verfahren zur strukturellen
Charakterisierung von Gangliosiden
Die drei verwendeten Detektionsagentien fu¨r sLex-Epitope (CSLEX1- und KM93-
IgM-Antiko¨rper sowie die E-Selektin-IgG Chima¨re) wurden fu¨r vergleichende
Immun-Overlay Tests eingesetzt. Mit diesen Tests sollte das Bindungsverhal-
ten der genannten Proteine bezu¨glich der spezifischen Antigenerkennung und der
Nachweisempfindlichkeit untersucht werden. Unterschiede in der Antigenerken-
nung wurden auf den HPTLC-Platten densitometrisch quantifiziert und statis-
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tisch ausgewertet (siehe Abschnitte 2.4.4 und 3.1.2). Grundlage fu¨r sLex-Bin-
dungsstudien war der monoklonale Antiko¨rper CSELEX1, der der bekannteste
und am besten untersuchte Anti-sLex-mAk ist. Er wurde als Referenz-Antiko¨rper
fu¨r den mAk KM93 und die E-Selektin-IgG Chima¨re verwendet. Im folgenden
werden daher der mAk KM93 und die E-Selektin-IgG Chima¨re bezu¨glich ihrer
Antigenerkennung und ihres Bindungsverhaltens jeweils direkt mit dem mAk CS-
LEX1 verglichen.
Die mittels Immun-Overlay Technik zuna¨chst tentativ identifizierten sLex-Gan-
glioside wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie strukturell besta¨tigt (siehe
Tabelle 3.18 in Kapitel 3.8). Sie werden aber schon in den folgenden Kapiteln der
Arbeit als
”
Vorgriff“ mit den definierten Strukturen bezeichnet, da eine Beschrei-
bung und Diskussion der Resultate nicht mo¨glich wa¨re.
3.3.1 Nachweis von sLex-Gangliosiden mit den monoklonalen
Antiko¨rpern CSLEX1 und KM93
Fu¨r die vergleichenden Immun-Overlay Detektionen von slex-Gangliosiden mit
dem CSLEX1- und dem KM93-Antiko¨rper wurden neben der HBG-Referenz
HD01/113-a (Negativkontrolle) und dem synthetischen Gangliosid IV3Neu5Ac,
III3Fuc-nLc4 (JM07/95, Positivkontrolle; siehe Abschnitt 2.4.2) die HGG-Frak-
tionen JM07/7-1, JM07/7-3 und JM07/7-3S eingesetzt. Die Chromatographien
erfolgten im Gangliosidlaufmittel LM 2. Eine Referenzplatte wurde mit Orcin-
lo¨sung bespru¨ht und die Immun-Overlay Assays auf der HPTLC-Platte wie in
Abschnitt 2.4.4 beschrieben durchgefu¨hrt.
Von beiden monoklonalen Antiko¨rpern wurde keines der Referenzganglioside aus
humanem Hirn (HD01/113-a, Abbildung 3.4 a) erkannt. Somit kann eine unspe-
zifische Bindung der Antiko¨rper an Ganglioside der Ganglioserie ausgeschlossen
werden.
Der Vergleich der HGG-Fraktionen zeigt, daß von CSLEX1 (Abbildung 3.4) bei
den beiden Gangliosid-Mischungen JM07/7-1 (b) und JM07/7-3 (c) vier Haupt-
banden erkannt werden, bei denen es sich um Doppelbanden der Ganglioside
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) und VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) handelt. Von
dem mAk KM93 wurde hingegen hauptsa¨chlich das Gangliosid VIII3Neu5Ac,
VII3Fuc-nLc8 (2) (Abbildung 3.4 Bb und Bc) erkannt.
In Fraktion JM07/7-3S wurden die sLex-Ganglioside mit dem VIII3Neu5Ac,-
VII3Fuc-nLc8-Oligosaccharid (2) mit dem mAk CSLEX1 intensiv gefa¨rbt (Cd)
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Abbildung 3.4: Nachweis von sLex-Gangliosiden mit den monoklonalen Antiko¨rpern
CSLEX1 und KM93 mittels Immun-Overlay Test. Die Du¨nnschichtchromatographien wur-
den in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung, B: Immun-Overlay Assay mit KM93, C: Immun-Overlay Assay mit
CSLEX1.
a: 10µg HD01/113-a (HBG), b: 0,6µg JM07/7-1 (HGG), c: 0,585µg JM07/7-3 (HGG),
d: 0,795µg JM07/7-3S (HGG), e: 0,5µg JM07/95 (IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4).
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(0) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
und ergaben bei dem KM93-Immun-Overlay Test nur eine schwache Fa¨rbung
(Bd). Weiterhin wurden in der Fraktion JM07/7-3S die langkettigen Ganglioside
X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) von beiden An-
tiko¨rpern erkannt (Abbildung 3.4 Bd und Cd). Mit zunehmender Kettenla¨nge
nahm die Intensita¨t der gefa¨rbten Banden bei gleichzeitiger Abnahme der Or-
cinfa¨rbung bei beiden Antiko¨rpern zu. In diesem Bereich treten neben einfach
fukosylierten auch zwei- und dreifach fukosylierte Strukturen auf (siehe Ergeb-
nisse in Tabelle 3.18).
Das synthetische Referenz-Gangliosid IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4 (0) wurde sehr
schwach von dem mAk CSLEX1
”
erkannt“ (Spur Ce). Der mAk KM93 zeigte
keine Fa¨rbung dieser Struktur (Spur Be).
Da der CSLEX1-Antiko¨rper eine gro¨ßere Anzahl an sLex-Gangliosiden erkennt
und zudem in großer Menge verfu¨gbar war, wurden die weiteren Tests mit dem
monoklonalen Antiko¨rper CSLEX1 durchgefu¨hrt.
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Abbildung 3.5: Nachweis von sLex-Gangliosiden mit dem mAk CSLEX1 und der E-
Selektin-IgG Chima¨re mittels Immun-Overlay Test. Die Du¨nnschichtchromatographien wur-
den in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung, B: Immun-Overlay Assay mit CSLEX1, C: Immun-Overlay Assay mit der
E-Selektin-IgG Chima¨re.
a: 10µg HD01/113-a (HBG), b: 0,6µg JM07/7-1 (HGG), c: 0,585µg JM07/7-3 (HGG),
d: 0,795µg JM07/7-3S (HGG), e: 0,5µg JM07/95 (IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4).
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(0) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
3.3.2 Nachweis von sLex-Gangliosiden mit dem mAk CSLEX1
und der E-Selektin-IgG Chima¨re
sLex-Detektion ohne Vorinkubation
Die beiden sLex-Ganglioside erkennenden Proteine, der mAk CSLEX1 und die E-
Selektin-IgG Chima¨re, wurden in einem ersten Testansatz mit HPTLC-getrennten
Gangliosiden routinema¨ßig ohne Vorinkubation der Chromatogramme getestet.
Dazu wurden als Positivkontrolle das synthetische sLex-Gangliosid IV3Neu5Ac,-
III3Fuc-nLc4 (JM07/95) und als Negativkontrolle die HBG-Referenz HD01/113-
a eingesetzt. Die getesteten HGG-Fraktionen waren JM07/7-1, JM07/7-3 und
JM07/7-3S. Die Chromatographien erfolgten im Gangliosidlaufmittel LM 2. Eine
Referenzplatte wurde mit Orcinlo¨sung bespru¨ht und die Immun-Overlay Assays
auf der HPTLC-Platte wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben durchgefu¨hrt.
Abbildung 3.5 zeigt in Teil A die Orcinfa¨rbung der Ganglioside. Der Immun-
Overlay Assay mit dem mAk CSLEX1 zeigt in Abbildungsteil B deutlich Fa¨rbun-
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gen in den Spuren c und d bei den HGG-Fraktionen JM07/7-3 und JM07/7-3S.
Die am sta¨rksten gefa¨rbten Doppelbanden in Spur c befinden sich an den Po-
sitionen der sLex-Ganglioside VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) und X3Neu5Ac,-
IX3Fuc-nLc10 (3). Die ku¨rzere sLex-Struktur VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) wurde
nur schwach gefa¨rbt. In Spur d sind die sLex-Ganglioside VIII3Neu5Ac, VII3Fuc-
nLc8 (2), X3Neu5Ac, IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) stark
gefa¨rbt. Auf der Ho¨he des chromatographisch getrennten sLex-Gangliosides
IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4 (0) (e) ist nur eine sehr schwache Fa¨rbung zu sehen.
Die auf gleicher Ho¨he chromatographierenden Doppelbanden werden, wie in Ab-
bildungsteil 3.5 C gezeigt, von der E-Selektin-IgG Chima¨re im Immun-Overlay
Assay ebenfalls erkannt. Das Gangliosid VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) wurde von
der E-Selektin-IgG Chima¨re auch in der HGG-Fraktion JM07/7-1 erkannt (b). In
der Fraktion JM07/7-3 (c) wurde zusa¨tzlich die Doppelbande mit VIII3Neu5Ac,-
VII3Fuc-nLc8 (2)-Struktur gefa¨rbt. In Spur d wurden die Ganglioside
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) und X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) am intensiv-
sten gefa¨rbt. Das darunter chromatographierende XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4)-
Gangliosid wurde nur schwach erkannt. Im Gegensatz zum mAk CSLEX1 erkann-
te die E-Selektin-IgG Chima¨re besonders stark das kurzkettige sLex-Gangliosid
IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4 (0) (Spur e).
Zusammenfassend kann aus der Abbildung 3.5 abgeleitet werden, daß der mAk
CSLEX1, wie bereits im vorhergehenden Abschnitt 3.3.1 gezeigt, und die E-
Selektin-IgG Chima¨re beide in der Lage sind, sLex-Ganglioside in den HGG-
Fraktionen zu detektieren. Dabei zeigt der Immun-Overlay Assay mit der E-
Selektin-IgG Chima¨re eine intensivere Fa¨rbung als der mit CSLEX1. Im Unter-
schied zur E-Selektin-IgG Chima¨re erkennt der Antiko¨rper CSLEX1 die langket-
tigen Strukturen wie z.B. XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) in sehr geringen Kon-
zentrationen (vgl. Spuren d Gangliosid (4) in B und C).
Da das synthetische Gangliosid IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4 (0) nur in sehr gerin-
gen Mengen zur Verfu¨gung stand, konnte es fu¨r weitere Untersuchungen nicht
eingesetzt werden.
sLex-Detektion mit Vorinkubation
Fu¨r einen Vergleich der beiden sLex-erkennenden Proteine, dem Antiko¨rper CS-
LEX1 und der E-Selektin-IgG Chima¨re nach Vorinkubation in CMF-PBS Puffer,
wurden die HGG-Fraktionen JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S
auf HPTLC-Platten appliziert und im Gangliosid-Laufmittel LM 2 chromato-
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Abbildung 3.6: Nachweis von sLex-Gangliosiden mit dem mAk CSLEX1 und der E-
Selektin-IgG Chima¨re mit dem Immun-Overlay Testverfahren (siehe Abschnitt 2.4.4). Die
Du¨nnschichtchromatographien wurden in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Tabelle
2.9). Die mit Plexigum beschichteten HPTLC-Platten (B und C) wurden vor dem Overlay-
Test u¨.N. in CMF-PBS vorinkubiert.
A: Orcinfa¨rbung, B: Immun-Overlay Test mit CSLEX1, C: Immun-Overlay Test mit der
E-Selektin-IgG Chima¨re. Die Konzentration fu¨r beide betrug 10µg/mL.
a: (0,585/0,195) JM07/7-3, b: (1,06/0,265) JM07/7-3S, c: (1,26/0,42) JM07/7-4,
d: (1,36/0,34) JM07/7-4S. Die (x/y)-Wertepaare in Klammern geben die applizierte Menge
in µg an HGG-Fraktion an, x=Menge fu¨r A, y=Menge fu¨r B und C.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
graphiert. Eine Referenzplatte jeder HGG-Fraktion wurde mit Orcinlo¨sung be-
spru¨ht, und die Immun-Overlay Assays auf der HPTLC-Platte wurden wie in
Abschnitt 2.4.4 beschrieben durchgefu¨hrt. Vor dem Immun-Overlay Assay wur-
den die HPTLC-Platten u¨.N. bei 37◦C in CMF-PBS Puffer vorinkubiert (siehe
Abschnitt 2.4.4). Die Inkubation mit BCIP erfolgte bis zur optimalen Fa¨rbung.
Die Fa¨rbezeit fu¨r den CSLEX1-Overlay Test betrug 6 h und fu¨r den E-Selektin-
IgG Chima¨ren Assay 30 min.
Abbildung 3.6 zeigt den Nachweis von sLex-Gangliosiden in verschiedenen HGG-
Fraktionen mit dem mAk CSLEX1 (Abbildung 3.6 B) und der E-Selektin-IgG
Chima¨re (Abbildung 3.6 C) im Vergleich zu dem parallel durchgefu¨hrten und mit
Orcin gefa¨rbten Chromatogramm (Abbildung 3.6 A).
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Tabelle 3.3: Statistische Gro¨ßen des Paardifferenz-Testes nach Wilcoxon fu¨r den
Vergleich der Immun-Overlay Detektion des CSLEX1-Antiko¨rpers mit der E-Selektin-IgG
Chima¨re (Abbildung 3.6).
HGG-Fraktion n
∑
|R| R Rn/α
JM07/7-3 11 66 RP = 26 > 11
JM07/7-3S 12 78 RP = 37 > 14
JM07/7-4 10 55 RN = 27 > 8
JM07/7-4S 12 78 RP = 37 > 14
n =Anzahl der Banden in je einer Spur,
∑
|R| = Summe von RP (Summe der positiven
Rangzahlen) und RN (Summe der negative Rangzahlen), Rn/α = Signifikanzschranke des
Wilcoxon Paardifferenz-Tests fu¨r α=0,05.
Durch die Methode der Vorinkubation ist eine enorme Steigerung der Sensitivita¨t
in den Immun-Overlay Assays mit der E-Selektin-IgG Chima¨re und dem mAk
CSLEX1 im Vergleich zu den vorherigen Tests erzielt worden (vgl. Abbildungen
3.22 und 3.23). Die Auftragung der Gangliosid-Fraktionen fu¨r den HPTLC-Test
konnte auf ein Drittel bis ein Viertel herabgesetzt werden.
Die Immun-Overlay Verfahren zeigten im Vergleich deutlich, daß von dem An-
tiko¨rper CSLEX1 und von der E-Selektin-IgG Chima¨re dieselben Banden der
jeweiligen HGG-Fraktionen erkannt wurden. Als Hauptkomponenten wurden von
beiden die Ganglioside VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1), VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8
(2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) erkannt.
Die HPTL-Chromatogramme wurden densitometrisch quantifiziert (siehe Ab-
schnitt 3.1.2) und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Mit Hilfe des Wil-
coxon Paardifferenz-Tests konnte die Beobachtung statistisch besta¨tigt werden,
daß die beiden Proteine die gleichen sLex-Gangliosidbanden der HGG-Fraktionen
fa¨rben. Aus der Berechnung der Rangsummen (siehe Tabelle 3.3) ergab sich ei-
ne positive Korrelation fu¨r die Detektion durch den mAk CSLEX1 und die E-
Selektin-IgG Chima¨re.
Die Berechnung fu¨r die beiden Immun-Overlay Tests wurden auf der Basis eines
Signifikanzniveaus von 5% durchgefu¨hrt. Bei na¨herer Betrachtung werden aber
einige Unterschiede in der Bindungs- bzw- Fa¨rbeintensita¨t der sLex-erkennenden
Proteine deutlich, die im Folgenden erla¨utert werden.
In Tabelle 3.4 A ist eine Zusammenstellung der Verha¨ltnisse der Bandeninten-
sita¨ten dargestellt. Die Bandenintensita¨ten der mit dem CSLEX1-Antiko¨rper und
der E-Selektin-IgG Chima¨re gefa¨rbten Ganglioside weisen, trotz großer Paralle-
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lita¨ten, geringe Unterschiede auf. Betrachtet man die VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8-
Ganglioside (2), so sieht man in Abbildung 3.6 C (E-Selektin-IgG Chima¨re)
diese Banden sta¨rker gefa¨rbt als im Immun-Overlay in dem Abbildungsteil B
(CSLEX1). Im Immun-Overlay Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re wurden die
Gangliosidbanden mit doppelter Intensita¨t gefa¨rbt. Dies lag nicht an den Kon-
zentrationen des CSLEX1-Antiko¨rpers und der E-Selektin-IgG Chima¨re, da Kon-
trollen mit ho¨heren Konzentrationen bei beiden keine Steigerung der Intensita¨t
brachten.
Der CSLEX1-Antiko¨rper zeigte eine etwas ho¨here Affinita¨t zu den Gangliosi-
den mit XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 Oligosaccharidanteil als die E-Selektin-IgG
Chima¨re (siehe Abbildung 3.6 B und C, Banden (4) und Tabelle 3.4 A).
Durch einen Vergleich der Verha¨ltnisse der Bandenintensita¨ten, die sich als Mul-
tiplikatoren aus dem Vergleich zwischen den Immun-Overlay Densitogrammen
berechnen lassen, ko¨nnen diese Beobachtungen quantifiziert werden (siehe Ta-
belle 3.4 A). Die Peakfla¨chen der Gangliosidbanden gleicher Oligosaccharidket-
tenla¨ngen wurden fu¨r die einzelnen Gangliosidfraktionen aufsummiert und fu¨r
alle vier HGG-Fraktionen gemittelt. Die prozentualen Anteile der Fla¨chen an der
Gesamtfla¨che der detektierten Banden wurden ermittelt und dann zueinander ins
Verha¨ltnis gesetzt.
Tabelle 3.4 A zeigt das Verha¨ltnis der Bandenintensita¨ten von den Immun-
Overlay Tests mit dem CSLEX1-Antiko¨rper und der E-Selektin-IgG Chima¨re. Die
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 Ganglioside (1) wurden von der E-Selektin-IgG Chima¨re
1,6 mal sta¨rker erkannt als von dem mAk CSLEX1. Bei den XII3Neu5Ac,XI3Fuc-
nLc12 Gangliosiden (4) ist das Verha¨ltnis umgekehrt. Hier war die Bindung
des CSLEX1-Antiko¨rpers um den Faktor 1,5 sta¨rker als die der E-Selektin-IgG
Chima¨re. Die Ganglioside mit VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8- (2) und X3Neu5Ac,-
IX3Fuc-nLc10-Oligosaccharidstruktur (3) wurden, auf die Gesamtbandenfla¨che
des Densitogramms bezogen, von beiden Proteinen mit gleicher Intensita¨t gebun-
den.
Im Tabellenteil 3.4 B werden dieselben prozentualen Verteilungen betrachtet
wie in Tabellenteil A. Die Normierung erfolgt hier fu¨r den CSLEX1-Antiko¨rper
und die E-Selektin-IgG Chima¨re getrennt. Bei beiden Immun-Overlay Verfahren
werden nun die prozentualen Anteile der Banden bezogen auf Ganglioside mit
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6-Oligosaccharidstruktur (1) ins Verha¨ltnis gesetzt.
Bei dem mAk CSLEX1 ist der Anteil der Ganglioside mit XII3Neu5Ac,XI3Fuc-
nLc12- (4) und X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10-Struktur (3) 2,2-fach ho¨her und mit
97
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Tabelle 3.4: Verha¨ltnis der Bandenintensita¨ten berechnet als Multiplikatoren aus dem
Vergleich zwischen Immun-Overlay Detektion mit dem CSLEX1-Antiko¨rper und der E-
Selektin-IgG Chima¨re.
E-Selektin-IgG
Oligosaccharid-Geru¨st CSLEX1a
Chima¨rea
A
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) 1 (11,2%) < 1,6 (18,3%)
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) 1 (34,0%) ≈ 1 (34,1%)
X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) 1 (25,0%) ≈ 1 (26,1%)
XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) 1,5 (24,8%) > 1 (16,1%)
B
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) 1 1
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) 3 1,9
X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) 2,2 1,4
XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) 2,2 0,9
A: Vergleich bezogen auf das Oligosaccharid-Grundgeru¨st des jeweiligen Gangliosids,
das in geringerer Menge detektiert wurde, B: Vergleich bezogen auf den Wert von
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6.
adie Prozentzahlen in Klammern geben den u¨ber die vier HGG-Fraktionen gemittelten An-
teil der Banden an der Gesamtfla¨che der im Densitogramm detektierten Banden wieder.
Ihre Summe weicht etwas von 100% ab, da nur die Banden fu¨r diesen Vergleich ausgwa¨hlt
wurden, die sowohl mit dem CSLEX1-Antiko¨rper als auch mit der E-Selektin-IgG Chima¨re
detektiert wurden. Abbildung 3.6 zeigt in den Spuren der Sediment-Fraktionen JM07/7-3S
und JM07/7-4S b und d Banden in dem mit (4) gekennzeichneten Bereich, die in den
korrespondierenden Immun-Overlay mit den Fraktionen JM07/7-3 und JM07/7-4 a und c
nicht zu sehen ist. Diese Bande wurde nicht in diese Vergleichsstudien miteinbezogen.
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8-Struktur (2) 3-fach ho¨her als der Anteil der Ganglio-
side mit VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6-Oligosaccharidstruktur.
Die Detektion mit der E-Selektin-IgG Chima¨re zeigt die Anteile etwas anders ver-
teilt. Hier betra¨gt der detektierte Anteil an Gangliosiden mit XII3Neu5Ac,XI3Fuc-
nLc12-Struktur (4) das 1,9-fache, Ganglioside mit X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10-Struk-
tur (3) das 1,4-fache und mit VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8-Struktur das 0,9-fache
(2) des Anteils der Ganglioside mit VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6-Struktur (1).
Die in Tabelle 3.4 dargestellten Ergebnisse beruhen auf Unterschieden der Ban-
denintensita¨ten, die sich sich in einem Fenster von 11% bis 34% der gemesse-
nen Gesamtintensita¨t befinden. Fu¨r eine Auswertung der Immun-Overlay Assays
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sind diese geringen Unterschiede in der Regel nicht von Bedeutung. Wichtig fu¨r
die folgenden Untersuchungen war nur, daß der CSLEX1-Antiko¨rper und die E-
Selektin-IgG Chima¨re nahezu identische Densitogramme von HPTLC-getrennten,
immunchemisch gefa¨rbten sLex-Gangliosiden der vier HGG-Fraktionen lieferten.
Dies konnte an den Chromatogrammen (siehe Abbildung 3.6) gezeigt werden.
Durch die Rangsummen wurde weiterhin statistisch bewiesen, daß die Detek-
tionen der beiden sLex-bindenden Proteine korrelieren (siehe Tabelle 3.3. Fu¨r
weitere strukturelle und funktionale Charakterisierungen der sLex-Ganglioside
wurden daher der mAk CSLEX1 und die E-Selektin-IgG Chima¨re eingesetzt.
3.4 Enzymatischer Abbau von Gangliosiden der HGG-
Fraktionen in Lo¨sung
Endoglykoceramidasen (EGCasen) spalten Glykosphingolipide hydrolytisch zwi-
schen dem Oligosaccharid- und dem Ceramid-Teil (siehe Abschnitt 2.4.5.2). Fu¨r
diese Spaltungsreaktion wurde zuna¨chst das rekombinante Enzym Endoglyko-
ceramidase II aus Rhodococcus sp. eingesetzt. Diese Versuche fu¨hrten zu keinem
Abbau der Ganglioside. Als erfolgreich erwies sich das native Enzym Ceramid-
Glykanase, das aus dem Blutegel Macrobdella decora isoliert wurde (siehe Mate-
rial und Methoden, Abschnitt 2.4.5.2 auf Seite 55).
3.4.1 Endoglykoceramidase-Spaltung von Gangliosiden
und Folch-Verteilung der Spaltprodukte
Es wurden Testansa¨tze mit den HGG-Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-3, JM07/7-
3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S durchgefu¨hrt. Die Spaltungsreaktion wurde durch
die beiden Salze der Gallsa¨ure Natrium-Cholat und Natrium-Taurodeoxycholat
begu¨nstigt, die in einer Konzentration von 0,1% dem Natrium-Acetat-Puffer
(pH 5,5) fu¨r die Reaktion zugegeben wurden. 200µg der jeweiligen Gangliosid-
Fraktion wurden in silanisierten Pyrex-Ro¨hrchen bis zur Trockne eingeengt und
dann mit dem Reaktionspuffer und den Cholaten versetzt. Durch Zugabe von
0,2U Ceramid-Glykanase wurde die Reaktion gestartet und dann u¨ber einen Zeit-
raum von 18 h bei 37◦C unter Schu¨tteln fortgesetzt. Nach Beendigung der Reakti-
on wurde mit dem gesamten Spaltungsansatz eine Folch-Verteilung durchgefu¨hrt
(siehe Abschnitt 2.4.5.2) und die Folch-Oberphase von der Folch-Unterphase ge-
trennt. Das Gesamtvolumen der Folch-Phasen wurde unter einem Stickstoffstrom
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eingeengt und dann in je 1 mL Lo¨sungsmittelgemisch wieder aufgenommen. Die
Folch-Oberphase wurde in Methanol/Wasser (1/1) und die Folch-Unterphase in
Chloroform/Methanol (1/1) resuspendiert.
Ausgehend von den fu¨nf untersuchten HGG-Fraktionen sind in den Abbildungen
3.7, 3.8 und 3.9 exemplarisch die Folch-Phasen der Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-
3 und JM07/7-3S nach Enzymabbau dargestellt. Die Du¨nnschichtchromatogram-
me zeigen das Laufverhalten der Substanzen aus den ungereinigten und nicht
entsalzten Folch-Phasen. In allen fu¨nf HGG-Fraktionen wurden nach EGCase-
Spaltung in den Folch-Unterphasen Ceramide detektiert (siehe Abbildungsteile
A fu¨r JM07/7-1, JM07/7-3 und JM07/7-3S der Abbildungen 3.7, 3.8 und 3.9).
Die Folch-Oberphasen enthielten Oligosaccharide, die mit weiteren Banden an der
Laufmittelfront mit Orcin gefa¨rbt wurden (siehe Abbildungsteile B). Die Oligo-
saccharide chromatographierten im Vergleich zum Sta¨rkehydrolysat (Abbildung
3.7 B Spur 1o fu¨r JM07/7-1) unter dem Trihexaosyl-Saccharid. Im Vergleich da-
zu wurden die Ganglioside der Ausgangsfraktionen hauptsa¨chlich oberhalb vom
Trihexaosyl-Saccharid detektiert (Abbildung 3.7 B Spur 1 fu¨r JM07/7-1).
Um die Zuordnung der detektierten Banden zu ermo¨glichen, wurden Kontroll-
ansa¨tze gemacht, in denen
1. kein Enzym zum Reaktionsansatz gegeben wurde (K1),
2. das Gangliosid-Substrat fehlte (K2) und
3. eines der beiden Cholate wa¨hrend der Reaktion
nicht vorhanden war (K3).
Die Substanzen der Folch-Unterphasen in den Abbildungsteilen 3.7 A, 3.8 A und
3.9 A wurden in dem Laufmittel LM C fu¨r Ceramide chromatogaphiert (Ab-
schnitt 2.4.3.3). Als Referenzen sind zwei Ceramid-Mischungen aus Rinderhirn
appliziert worden (Aa und Ab). Die chromatographierten Folch-Unterphasen der
EGCase-Spaltungen (A1u, A3u und A3Su) wurden die Banden mit Anisaldehyd
violett-blau gefa¨rbt. Die Ceramide der HGG-Fraktionen chromatographierten auf
der Ho¨he der nicht-hydroxylierten Ceramide. Zusa¨tzlich zur Ceramid-Bande ent-
hielten die Folch-Unterphasen der EGCase-Spaltungsansa¨tze eine weitere Bande,
die nicht weit von der Auftragslinie entfernt chromatographierte. Sie ist weder ein
Gangliosid noch das Enzym, da in den zwei Kontrollansa¨tzen K1 ohne Enzym
und K2 ohne ein Gangliosid-Substrat diese Banden ebenfalls angefa¨rbt wurden
(siehe Abbildung 3.7 A1uK1 und A1uK2). Ganglioside wurden durch das Farbrea-
genz braun gefa¨rbt und blieben wa¨hrend der Chromatographie am Auftragspunkt
(A1, A3 und A3S).
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Abbildung 3.7: HPTLC der Substanzen aus der Folch-Unterphase (A) und Folch-
Oberphase (B) von HGG-Fraktion JM07/7-1 nach EGCase-Spaltung.
A: Anisaldehyd-Fa¨rbung nach Chromatographie in Laufmittel LM D fu¨r Ceramide (Tabelle
2.9).
a: 8µg nicht-hydroxylierte Ceramide (C-2512) (Abschnitt 2.4.2),
b: 8µg hydroxylierte Ceramide (C-2137) (Abschnitt 2.4.2),
1uK1: 60µL (6%) Folch-Unterphase vom Reaktionsansatz ohne Enzym (K1),
1u: 60µL (6%) Folch-Unterphase vom vollsta¨ndigen Reaktionsansatz mit JM07/7-1,
1uK2: 60µL (6%) Folch-Unterphase vom Reaktionsansatz ohne Gangliosid (K2),
1: 0,84µg JM07/7-1 (Gangliosid-Kontrolle).
B: Orcinfa¨rbung nach Chromatographie in den Laufmitteln LM A und LM B fu¨r Oligosac-
charide (Tabelle 2.9).
a: 1µL Sta¨rke-Hydrolysat (SKE02/192-1) (Abschnitt 2.4.2),
1oK1: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz ohne Enzym (K1),
1o: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom vollsta¨ndigen Reaktionsansatz mit JM07/7-1,
1oK2: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz ohne Gangliosid (K2),
1: 0,84µg JM07/7-1 (Gangliosid-Kontrolle).
Die Bezeichnung der Spuren in den HPTL-Chromatogrammen beziehen sich auf die jewei-
lige HGG-Fraktion, mit der der Spaltungansatz durchgefu¨hrt wurde. Das hochgeschriebene
u bezeichnet die Herkunft aus der Folch-Unterphase und das o die Herkunft aus der Folch-
Oberphase. Die Prozentangaben in Klammern hinter den Substanzmengen entsprechen den
aufgetragenen Aliquots der gesamten Folch-Phase.
Cer: Ceramide (nicht-hydroxyliert), Cer(OH): hydroxylierte Ceramide, (1) bis (7): Anzahl
der Glukose-Einheiten des Sta¨rke-Hydrolysates (vgl. Abschnitt 2.4.2), Chol: Doppelbande
aus den beiden Cholaten, wobei die obere Bande (durch Orcin gelb gefa¨rbt) das Natrium-
Cholat und die untere Bande (durch Orcin braun gefa¨rbt) das Natrium-Taurodeoxycholat
ist.
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Abbildung 3.8: HPTLC der Substanzen aus der Folch-Unterphase (A) und Folch-
Oberphase (B) von HGG-Fraktion JM07/7-3 nach EGCase-Spaltung.
A: Anisaldehyd-Fa¨rbung nach Chromatographie in Laufmittel LM D fu¨r Ceramide (Tabelle
2.9). a: 8µg nicht-hydroxylierte Ceramide, b: 8µg hydroxylierte Ceramide, 3u: 60µL (6%)
Folch-Unterphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3, 3: 0,273µg JM07/7-1.
B: Orcinfa¨rbung nach Chromatographie in den Laufmitteln LM A und LM B fu¨r Oligosac-
charide (siehe Tabelle 2.9). a: 1µL Sta¨rke-Hydrolysat, 3o: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom
Reaktionsansatz mit JM07/7-3, 3: 0,273µg JM07/7-3. Die Bezeichnungen der Substanzen
und der Banden sind in Abbildung 3.7 erkla¨rt.
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Abbildung 3.9: HPTLC der Substanzen aus der Folch-Unterphase (A) und Folch-
Oberphase (B) von JM07/7-3S nach EGCase-Spaltung.
A: Anisaldehyd-Fa¨rbung nach Chromatographie in Laufmittel LM D fu¨r Ceramide (Tabelle
2.9), a: 8µg nicht-hydroxylierte Ceramide, b: 8µg hydroxylierte Ceramide, 3Su: 60µL (6%)
Folch-Unterphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3S, 3S: 0,371µg JM07/7-3S.
B: Orcinfa¨rbung nach Chromatographie in den Laufmitteln LM A und LM B fu¨r Oligosac-
charide (siehe Tabelle 2.9), a: 1µL Sta¨rke-Hydrolysat, 3So: 20µL (2%) Folch-Oberphase
vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3S, 3S: 0,371µg JM07/7-3S. Die Bezeichnungen der
Substanzen und der Banden sind in Abbildung 3.7 erkla¨rt.
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Bei der Gegenu¨berstellung der chromatographierten Folch-Oberphasen und der
Ausgangsfraktionen (Abbildungen 3.7 B, 3.8 B und 3.9 B) wurde ein Sta¨rke-
Hydrolysat (SKE02/192-1) als Bezug gewa¨hlt. Die Chromatographie erfolgte in
den Laufmitteln fu¨r Oligosaccharide LMA und LMB wie in Abschnitt 2.4.3.3
beschrieben. Da das Sta¨rke-Hydrolysat ein komplexes Gemisch aus Glukose und
Glukose-Oligomeren ist, ist eine Zuordnung zu den HGG-Oligosacchariden, be-
stehend aus Neu5Ac, Gal, GlcNAc, Glc oder Fuc, nicht unmittelbar mo¨glich. Es
wurde aber eine relative Zuordnung zu den Bereichen, in denen die Oligosaccha-
ride chromatographieren, vorgenommen. Die Oligosaccharid-Spaltprodukte der
EGCase wurden als mehr oder weniger ausgedehnter Bereich von mehreren Ein-
zelbanden detektiert (B1o, B3o und B3So), die bis zur Ho¨he desr Trihexaosyl-
Saccharids (3) chromatographierten. Im Vergleich zu den HGG-Ausgangsfraktio-
nen (B1, B3 und B3S) chromatographieren sie unterhalb der Ganglioside, die
zwischen dem Glukose-Monomer (1) und seinem Trimer (3) chromatographieren.
Aus dem dritten Kontrollansatz (K3) konnte eine Zuordnung der Banden hergelei-
tet werden, die bei den Folch-Oberphasen als unpolare Substanzen in einer Dop-
pelbande nahe an der Laufmittelfront chromatographierten (vgl. Abbildungen 3.7
B1o, 3.8 B3o und 3.9 B3So oberer Bildausschnitt). In dieser Doppelbande chro-
matographierte das Natrium-Cholat oben und das Natrium-Taurodeoxycholat un-
ten.
3.4.2 Aufreinigung der Oligosaccharide aus der Folch-Ober-
phase
Zur Entfernung der Salze und des Cholats aus den Folch-Oberphasen der EGCase-
Spaltungs-Ansa¨tze wurde die Sephadex G-15 Gelchromatographie angewendet
(siehe Abschnitt 2.4.5.3). Zuna¨chst wurde das Cholat mit den eventuell noch
vorhandenen, nicht abgebauten Gangliosiden eluiert und danach eluierten die
Oligosaccharide. Abschließend wurde das Salz eluiert. Ein E-Selektin-IgG Immun-
Overlay Test wurde durchgefu¨hrt, um die E-Selektin positiven Oligosaccharide zu
detektieren.
In Abbildung 3.10 A ist die du¨nnschichtchromatographische Trennung der nicht-
aufgereinigten (3o und 3So) und der durch Gelchromatographie aufgereinigten
Oligosaccharide (3oP und 3SoP ) aus den Folch-Oberphasen von JM07/7-3 und
JM07/7-3S nach EGCase-Spaltung dargestellt. In den Spuren A3oP und A3SoP
sieht man im oberen Bereich der chromatographierenden Cholat-Salze keine Fa¨r-
bung mehr. Es wurden also durch die Gelchromatographie die Cholate entfernt
und die Oligosaccharide als reine Fraktionen erhalten.
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Abbildung 3.10: HPTLC der mittels Gelfiltration aufgereinigten Oligosaccharide aus den
Folch-Oberphasen von zwei HGG-Fraktionen nach EGCase-Spaltung.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in den Laufmitteln LM A und LM B fu¨r Oligosac-
charide nach den Angaben in Tabelle 2.9 durchgefu¨hrt.
A: Orcinfa¨rbung,
B: Immun-Overlay Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re nach Vorinkubation u¨.N. bei 37◦C
in CMF-PBS Puffer.
a: 1µL Sta¨rke-Hydrolysat (SKE02/192-1),
3o: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3 (ungereinigt),
3oP : 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3 nach Sephadex
G-15 Gelfiltration (P=purified, gereinigt),
3: 0,273µg JM07/7-3 (Gangliosid-Kontrolle),
3So: 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3S (ungereinigt),
3SoP : 20µL (2%) Folch-Oberphase vom Reaktionsansatz mit JM07/7-3S nach Sepha-
dex G-15 Gelfiltration (P=purified, gereinigt),
3S: 0,371µg JM07/7-3S (Gangliosid-Kontrolle).
Die Bezeichnungen der Substanzen und der Banden sind in Abbildung 3.7 na¨her erkla¨rt.
104
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Im Immun-Overlay Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re wurden am sta¨rksten
die Oligosaccharide aus dem Reaktionsansatz mit der HGG-Fraktion JM07/7-3S
gefa¨rbt (siehe Abbildung 3.10 B3SoP ). Die Ausgangsfraktion JM07/7-3S besitzt
einen sehr hohen Anteil E-Selektin-positiver sLex-Ganglioside (siehe Abschnitt
3.2.1). Eine weitere Erkla¨rung fu¨r die intensive Fa¨rbung ist die hohe Konzentra-
tion an Oligosacchariden in dieser Fraktion (Abbildung 3.10 A3So) im Vergleich
zum Spaltungsansatz mit der Ausgangsfraktion JM07/7-3 (A3o).
Fu¨r zuku¨nftige strukturelle Untersuchungen durch Massenspektrometrie sind die
aufgereinigten Oligosaccharide der enzymatischen Spaltung aus den HGG-Frak-
tionen sehr gut geeignet. Sie ko¨nnten entweder durch die Methode der Massen-
spektrometrie oder der HPAEC analysiert werden.
3.5 Sa¨ulenchromatographische Trennungen von
Gangliosiden
Als Ausgangsmaterial zur Aufreinigung von Gangliosiden mit Poly-N -Acetyl-
lactosaminyl-Struktur und sLex-Epitopen standen die HGG-Fraktionen JM07/7-1
bis JM07/7-4 zur Verfu¨gung.
Die Strukturen der Ganglioside wurden zu Beginn des Kapitels 3 (Ergebnisse)
auf Seite 83 genannt. Fu¨r die Trennungen der Ganglioside mit Hilfe der Sa¨ulen-
Flu¨ssigchromatographie wurde zuna¨chst die aus kurzkettigen Gangliosiden beste-
hende Fraktion JM07/7-1 ausgewa¨hlt, da sie in großen Mengen vorhanden war.
Die Aufreinigung sLex-positiver Ganglioside erfolgte danach mit der Fraktion
JM07/7-3S, die vornehmlich aus langkettigen Gangliosiden bestand (siehe auch
Abbildung 3.2).
Abbildung 3.11 zeigt die Orcinfa¨rbung der beiden HGG-Fraktionen JM07/7-1
(Aa) und JM07/7-3S (Ba) als Beispiele fu¨r HGG-Fraktionen mit kurzkettigen
und langkettigen Gangliosiden. Es sind in beiden Chromatogrammen Doppel-
banden zu erkennen, die Ganglioside mit C(16:0)-Fettsa¨uren in der unteren und
mit C(24:1,24:0)-Fettsa¨uren in der oberen Bande repra¨sentieren. Der Aminoal-
kohol des Ceramides liegt in den hier untersuchten Fraktionen ausschließlich als
Sphingosin (18:1) vor (Mu¨thing et al., 1993b und 1996a).
In Teil A der Abbildung 3.11 ist der immunologische Nachweis von Ganglio-
siden der HGG-Fraktionen JM07/7-1 dargestellt. Die Immun-Overlay Assays
(Ab, Ac und Ad) fu¨hren zu strukturellen Zuordnungen der Ganglioside. Aus
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Abbildung 3.11: Orcin- und Immun-Overlay-Detektion der Ganglioside in den Fraktionen
JM07/7-1 und JM07/7-3S nach HPTLC.
A: 0,6µg JM07/7-1 (a) bzw. 0,2µg JM07/7-1 (b, c und d).
Die Chromatographie erfolgte in Laufmittel LM 1 (siehe Tabelle 2.9) fu¨r Ganglioside,
B: 1,06µg JM07/7-3S (a) bzw. 0,212µg JM07/7-3S (b, c und d).
Die Chromatographie erfolgte in Laufmittel LM 2 (siehe Tabelle 2.9) fu¨r Ganglioside.
a: Orcinfa¨rbung,
Immun-Overlay Assays mit
b: dem Anti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc Antiko¨rper (JM06/280-4),
c: dem Anti-Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc Antiko¨rper (JM06/280-5),
d: der E-Selektin-IgG Chima¨re (JM08/35-2).
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
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der Bindung des Antiko¨rpers gegen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R (JM06/280-
4) ko¨nnen die Hauptkomponenten IV3Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 sowie
geringere Konzentrationen von VIII3Neu5Ac-nLc8 detektiert werden (Spur Ab).
Der Antiko¨rper gegen Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-R (JM06/280-5) zeigt, daß
die Fraktion JM07/7-1 als Hauptkomponente das Gangliosid IV6Neu5Ac-nLc4
und geringere Konzentrationen von VI6Neu5Ac-nLc6 beinhaltet (Spur Ac). Aus
dem Immun-Overlay Assay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re kann deutlich er-
kannt werden, daß trotz schwacher Orcinfa¨rbung eine starke Immun-Fa¨rbung von
sLex-Gangliosiden im unteren Bereich des Chromatogrammes auftritt (Spur Ad).
Als Beispiel einer langkettigen Gangliosid-Fraktion ist in Teil Ba der Abbildung
3.11 die HGG-Fraktion JM07/7-3S als Orcin-gefa¨rbtes Chromatogramm darge-
stellt. In den Spuren b, c und d sind die Immun-Overlay Assays wiederegeben,
welche eine strukturelle Zuordnung der Gangliosidbanden ermo¨glichen. Der An-
tiko¨rper gegen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R (JM07/280-4, Spur Bb) fa¨rbt die
Ganglioside IV3Neu5Ac-nlc4, VI3Neu5Ac-nLc6 und VIII3Neu5Ac-nLc8 intensiv
an. In dazu versetzten Doppelbanden werden die Ganglioside VI6Neu5Ac-nLc6
und VIII6Neu5Ac-nLc8 von dem Antiko¨rper gegen Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-
R (JM07/280-5, Spur Bc) stark gefa¨rbt. Die E-Selektin-IgG Chima¨re (Bd) er-
kennt die sLex-Ganglioside VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-
nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4). Sehr schwach wird noch das Gan-
gliosid VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) detektiert.
Die beiden unterschiedlichen HGG-Fraktionen JM07/7-1 und JM07/7-3S wurden
in zwei verschiedenen Laufmitteln chromatographiert (siehe auch Abbildung 3.2
in Abschnitt 3.2.1). Durch den Vergleich der Immun-Overlay Tests mit der E-
Selektin-IgG Chima¨re (Ad und Bd) wird noch einmal das gute Trennvermo¨gen
des Laufmittels LM 2 fu¨r langkettige Ganglioside verdeutlicht. Wa¨hrend man
bei der in Laufmittel LM 1 getrennten Fraktion JM07/7-1 (Ad) bei den sLex-
Gangliosiden VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1), VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) und
X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) nur eine geringe Separation der Doppelbanden er-
reicht, werden in Laufmittel LM 2 die langkettigen Ganglioside der Fraktion
JM07/7-3S (Bd) gut getrennt. Zusa¨tzlich wird noch die Doppelbande des Gan-
gliosides XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) getrennt.
Mit dem Ziel der Gewinnung von Einzelgangliosiden, insbesondere von sLex-
Gangliosiden, wurden verschiedene sa¨ulenchromatographische Trennungen im pra¨-
parativen Maßstab durchgefu¨hrt.
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Tabelle 3.5: Zusammenstellung der durchgefu¨hrten pra¨parativen Gangliosid-
Trennungen mittels Flu¨ssigchromatographie (LC), HPLC und HPTLC.
Mengeb Ausbeute siehe Abschnitt
HGG-Fraktion Trennunga
[mg] [%]
Pools
(Seite)
JM07/7-1 LC: Iatrobeads(I) 50 80 RL02/13 3.5.2 (109)
JM07/7-1 Iatrobeads(II) 20 86 RL02/171 3.5.2 (109)
JM07/7-1 HPLC: TMAE-Fractogel 25 50 RL02/102 3.5.3 (110)
JM07/7-1 Nucleosil C18(I) 12 98 RL02/114 3.5.4.1 (111)
JM07/7-1 Nucleosil C18(II) 12,2 91 RL02/121 3.5.4.1 (111)
JM07/7-3S Nucleosil C18 10 88 RL02/160 3.5.4.2 (113)
RL02/114-P2 LiChrosorb Si60 1,8 92 RL02/141 3.5.5 (116)
RL02/114-P5 LiChrosorb Si60 2,0 95 RL02/153 3.5.5 (116)
RL02/160-P2 HPTLC: Kieselgel-60 1,5 90 RL02/178 3.7.2 (147)
RL02/160-P5 Kieselgel-60 0,94 87 RL02/184 3.7.2 (147)
aro¨mische Zahlen sind die Bezeichnungen der Ansa¨tze bzw. La¨ufe, die im Text des ange-
gebenen Kapitels beschrieben sind, bdie Mengen sind gravimetrisch bestimmt oder durch
Vergleich der densitometrischen Daten mit Orcin-positiven Referenzsubstanzen definierter
Konzentration ermittelt worden.
3.5.1 U¨bersicht der pra¨parativen Gangliosid-Trennungen
Die Trennung einzelner Monosialoganglioside aus Granulozyten erfolgte mit den
Methoden der Adsorptions-, Anionenaustausch- und Umkehrphasen-Chromato-
graphie. Zudem wurde fu¨r die finale Aufreinigung von Einzelgangliosiden die
pra¨parative HPTLC durchgefu¨hrt. Die vorgenommenen Chromatographien sind
in Tabelle 3.5 zusammengestellt und nach den ihnen zugrunde liegenden Trenn-
verfahren aufgeteilt: Flu¨ssigchromatographie (LC), HPLC und HPTLC.
Zuna¨chst wurde die Fraktion JM07/7-1 mittels Iatrobeads-LC sowie HPLC-Metho-
den mit den Chromatographie-Matrices TMAE-Fractogel und Nucleosil C-18 ge-
trennt. Aus den Ergebnissen wurde die Umkehrphasen-HPLC als optimale Metho-
de fu¨r die Trennung langkettiger Ganglioside ermittelt. Dieses Verfahren wurde
dann mit der HGG-Fraktion JM07/7-3S durchgefu¨hrt. Zur weiteren Auftrennung
der erhaltenen Fraktionen wurden danach die Adsorptions-HPLC mit LiChrosorb
Si60 und die pra¨parative HPTLC mit Kieselgel-60 durchgefu¨hrt.
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Abbildung 3.12: Orcinfa¨rbung nach HPTLC von 0,5%-Aliquots der Eluat-Volumina aus
der Iatrobeads-LC von 50 mg JM07/7-1 (siehe Tabelle 3.5, Ansatz I).
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 1 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9).
a: 0,6µg JM07/7-1, b: 1,5µg E1, c: 55µg E2, d: 35µg E3, e: 52µg E4, f: 40µg E5,
g: 3µg E6, h: 12µg E7. Die Eluate (E) besitzen die Laborjournal-Bezeichnungen RL02/13.
3.5.2 Iatrobeads Normalphasen-LC von JM07/7-1
Die Iatrobeads wurden im zehnfachen Volumen Chloroform aufgenommen und
aufgeschla¨mmt. Fu¨r die Trennung von 50mg der Fraktion JM07/7-1 (Ansatz I)
wurden dazu 300mL, fu¨r die Trennung von 20mg dieser Fraktion (Ansatz II)
20mL des aufgeschla¨mmten Gelbettes in Glassa¨ulen (siehe Abschnitt 2.3.1) u¨ber-
fu¨hrt, regeneriert und a¨quilibriert. Nach dem Auftragen der Gangliosidmischung
JM07/7-1 wurde jeweils mit dem sechsfachen Sa¨ulenbettvolumen C/M (85/15),
(4/1), (3/1), (2/1), (1/1), (1/2) und Methanol eluiert, woraus sich sieben Eluate
ergaben. Die Eluate wurden bis zur Trockne eingeengt und in definierten Volu-
mina C/M (2/1) aufgenommen.
Exemplarisch fu¨r die pra¨parative Iatrobeads-Adsorptions-Chromatographie von
Gangliosiden ist in Abbildung 3.12 ein Orcin-gefa¨rbtes Du¨nnschichtchromato-
gramm von 0,5%-Aliquots der resuspendierten Eluate aus Ansatz I (50mg der
HGG-Fraktion JM07/7-1) dargestellt. Aus der HPTLC-Auftrennung der Eluate
ist zu erkennen, daß durch die Iatrobeads-Adsorptions-LC hauptsa¨chlich eine De-
pletion von GM3 sowie eine Anreicherung der langkettigen Strukturen erreicht
wurde. GM3 wurden in den Eluaten E2 und E3 (C/M, 4/1 und 3/1 bzw. Spu-
ren c und d) stark angereichert. Die kurzkettigen Ganglioside, IV3Neu5Ac-nLc4,
IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6, wurden in Eluat E4 (C/M, 2/1) erhal-
ten. Die in der Fraktion JM07/7-1 im Vergleich zu Fraktion JM07/7-3S in ge-
ringerem Maße vorkommenden langkettigen Ganglioside eluierten zusammen mit
IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 in Eluat E5 (C/M, 1/1, Spur f). In den
polareren C/M (1/2)- und Methanol-Eluaten wurden keine Ganglioside detektiert
(E6 und E7 bzw. Spuren g und h).
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Abbildung 3.13: Orcinfa¨rbung nach HPTLC von Aliquots der Pools der TMAE-Fractogel-
HPLC von 25 mg JM07/7-1 (siehe Tabelle 3.5).
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 1 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9).
a: 0,48 µg JM07/7-1, b: 24 µg P1 (0,3%), c: 6,0 µg P2 (0,2%), d: 36 µg P3 (7,2%),
e: 4 µg Durchlauf (0,03%). Die Prozentzahlen in Klammern entsprechen den Aliquot-
gro¨ßen der applizierten Probe des jeweiligen Pools (P). Die Pools P1 bis P3 besitzen die
Laborjournal-Bezeichnungen RL02/102.
Die großen Mengen an Gangliosiden, die fu¨r die Orcinfa¨rbung eingesetzt wurden,
deuten darauf hin, daß die Eluate auch noch Orcin-negative Verunreinigungen
enthalten mu¨ssen.
Die Ausbeuten an Gangliosiden der Eluate betrugen 0,3 mg E1 (0,8%), 11,0 mg
E2 (27,7%), 7,0 mg E3 (17,6%), 10,4 mg E4 (26,2%), 8,0 mg E5 (20,2%), 2,4 mg
E6 (6%) und 0,6 mg E7 (1,5%). Sie wurden gravimetrisch bestimmt. Die Prozent-
angaben sind relative Anteile von der gesamten eluierten Gangliosidmenge (100%).
Die Chromatographie des Ansatzes II (20mg HGG-Fraktion JM07/7-1, siehe Ta-
belle 3.5) ergab a¨hnliche Trennergebnisse, jedoch mit ho¨heren Ausbeuten bei
kleineren Elutionsvolumina. Sie wird nicht weiter beschrieben (ohne Abbildung).
3.5.3 TMAE-Fractogel Anionenaustausch-HPLC von
JM07/7-1
Eine weitere Trennung der HGG-Ausgangsfraktion JM07/7-1 wurde durch An-
ionenaustausch-HPLC, wie in Abschnitt 2.3.2.1 beschrieben, durchgefu¨hrt. Ziel
war es hier, die Ganglioside mit Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc- und Neu5Acα2-
6Galβ1-4GlcNAc-Saccharidstrukturen, unabha¨ngig von ihren Kettenla¨ngen, zu
trennen, um somit eine Fraktionierung der gesamten isomeren Strukturen zu er-
reichen (Mu¨thing & Unland, 1994). Dazu wurden 25 mg der HGG-Fraktion
JM07/7-1 auf die TMAE-Fractogel HPLC-Sa¨ule (EMD TMAE-650 (S), 50mm×
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10mm) appliziert und gema¨ß den Angaben in Tabelle 2.2 eluiert. Die erhalte-
nen Fraktionen wurden in drei Pools zusammengefaßt und Aliquots davon du¨nn-
schichtchromatographisch getrennt.
Aus Abbildung 3.13 geht deutlich hervor, daß Pool P1 fast ausschließlich GM3
mit kleinen Mengen IV3Neu5Ac-nLc4 entha¨lt. Dieser Pool stellt 36,2% (8,9 mg)
der eluierten Menge an Gangliosid dar, wa¨hrend der GM3-depletierte Pool P2
nur 12,2% (3,0 mg) und Pool P3 nur 2% (0,5 mg) der eluierten Ganglioside bein-
haltet. Eine Trennung der isomeren Strukturen konnte nicht erzielt werden. Es
wurden weniger als 50% der auf die Sa¨ule applizierten Probe vom Tra¨germaterial
gebunden, der Rest wurde im Durchlauf aufgefangen (Spur e). Die Gesamtheit
der Ganglioside der Ausgangsfraktion konnte in dem Durchlauf mit Orcin detek-
tiert werden (vgl. Spuren a und e). Die Angaben fu¨r die Beladungskapazita¨t des
Sa¨ulenmaterials (Merck Produktbeschreibung sowie Heitmann, 1998) stimmen
damit nicht mit den erzielten Ergebnissen u¨berein. Da die erwartete Trennung
isomerer Strukturen nicht erzielt werden konnte (Mu¨thing & Unland, 1994),
muß davon ausgegangen werden, daß es sich bei der Chromatographiematrix um
ein abweichendes Material von dem zuvor beschriebenen handelt.
3.5.4 Nucleosil C18 Umkehrphasen-HPLC von JM07/7-1 und
JM07/7-3S
3.5.4.1 HGG-Fraktion JM07/7-1
Mit der HGG-Fraktion JM07/7-1 wurden zwei Trennungen mittels Umkehrphasen-
HPLC durchgefu¨hrt. Dazu wurden 12 mg (Lauf I) und 12,2 mg (Lauf II) pra¨pa-
rativ getrennt. Die beiden La¨ufe unterschieden sich durch den Gradientenverlauf
des bina¨ren Eluenten. In Lauf I wurde die Chromatographie mit 20% Wasser
in Methanol begonnen und endete nach linearer Abnahme des Wasseranteils auf
Null bei reinem Methanol. Im Lauf II wurde ein flacherer Verlauf des Gradi-
enten gewa¨hlt, mit 10% Wasser in Methanol beginnend. Die Chromatographien
wurden wie in Abschnitt 2.3.3.1 beschrieben durchgefu¨hrt. Die Fraktionen eines
jeden Laufes wurden in je sieben Pools vereinigt und Aliquots davon nach Du¨nn-
schichtchromatographie mittels Orcinfa¨rbung detektiert. Um Strukturinformatio-
nen u¨ber die Moleku¨le in den Pools zu erhalten, wurden Immun-Overlay Tests mit
den prima¨ren Antiko¨rpern gegen Ganglioside mit Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-
und Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-Strukturen durchgefu¨hrt. Die E-Selektin-IgG
Chima¨re diente zum Nachweis von sLex-Epitopen.
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Abbildung 3.14: Orcinfa¨rbung nach HPTLC von Aliquots der Pools aus der Nucleosil
C-18-HPLC von 12,2 mg JM07/7-1 (siehe Tabelle 3.5). Der Gradient (Lauf I) wurde mit
20% Wasser in Methanol begonnen und erfolgte dann linear bis zum reinen Methanol. Die
Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 1 (siehe Tabele 2.9) durchgefu¨hrt.
a, i: 0,6µg JM07/7-1, b: 1,98µg P1 (0,33%), c: 5,25µg P2 (0,25%), d: 4,42µg P3
(0,17%), e: 3,5µg P4 (0,5%), f: 1,3µg P5 (0,5%), g: 6,5µg P6 (0,25%), h: 0,46µg P7
(0,08%). Die Pools erhielten die Laborjournal-Bezeichnungen RL02/114-P1 bis -P7 (ver-
gleiche Tabelle 3.5). Die Prozentzahlen in Klammern entsprechen den Aliquotgro¨ßen der
applizierten Probe des jeweiligen Pools.
Im folgenden werden die Ergebnisse der chromatographischen Trennung exem-
plarisch fu¨r den Lauf I beschrieben und dann die Unterschiede der Trennung in
Lauf II im Vergleich zu Lauf I diskutiert.
12 mg der HGG-Fraktion JM07/7-1 wurden auf die konditionierte HPLC-Sa¨ule
appliziert und danach mit einem Gradienten, beginnend mit 20% Wasser in Me-
thanol, linear bis zu reinem Methanol eluiert. Die Fraktionen des HPLC-Laufes I
wurden, gema¨ß ihrer Anteile an Einzelstrukturen, in sieben Pools mit den Bezeich-
nungen RL02/114-P1 bis -P7 unterteilt. Abbildung 3.14 gibt eine U¨bersicht der
erhaltenen Pools als Orcin-gefa¨rbtes HPTL-Chromatogramm. Die unterschiedli-
chen Mengen an Gangliosiden, die fu¨r die Orcinfa¨rbung eingesetzt wurden, deuten
darauf hin, daß die Eluate auch noch Orcin-negative Verunreinigungen enthalten
mu¨ssen.
Zuna¨chst eluierten die Ganglioside GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, VI3Neu5Ac-nLc6 und
langkettige Ganglioside, die ausschließlich C16-Fettsa¨uren im Ceramidteil besit-
zen (siehe Abbildung 3.14, Spuren b und c). Es ist deutlich zu sehen, daß in Pool
P3 (Spur d) das Gangliosid mit IV6Neu5Ac-nLc4-Struktur und C16-Fettsa¨ure
stark angereichert wurde. Die in der HGG-Fraktion in geringen Mengen vor-
handenen Ganglioside mit C18-, C20- und C22-Fettsa¨uren eluierten im Bereich
zwischen den Hauptkomponenten (in Spur e) und wurden zu Pool P4 zusammen-
gefaßt. Ganglioside mit C24-Fettsa¨uren wurden in RL02/114-P5, -P6 und -P7
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eluiert (Spuren f, g und h). Auch hier wurden zuna¨chst die Ganglisoide GM3,
IV3Neu5Ac-nLc4, VI3Neu5Ac-nLc6 zusammen mit den langkettigen Gangliosi-
den mit C24-Fettsa¨uren eluiert (Spuren f und g). Danach eluierte das Gangliosid
IV6Neu5Ac-nLc4 mit C24-Fettsa¨ure (Spur h).
Zur weiteren Charakterisierung der Pools wurden Immun-Overlay Tests durch-
gefu¨hrt (ohne Abbildung). Eine positive E-Selektin-Bindung war fu¨r Ganglioside
in den Pools RL02/114-P1, -P2, -P4, -P5 und -P6 nachweisbar (Spuren b, c, e, f
und g).
In den Pools P3 und P7 (Spuren d und h) konnten mit dem Antiko¨rper JM06/280-5
Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-Banden detektiert werden, was auf eine Anreiche-
rung von α2-6-sialylierten Gangliosiden in diesen beiden Pools hindeutete. Der
Immun-Overlay Assay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re (JM08/35-2) zeigte in
diesen Pools keine Fa¨rbung. Dies gibt einen weiteren Hinweis darauf, daß die
E-Selektin-bindenden Ganglioside α2-3-verknu¨pfte Sialinsa¨uren besitzen.
Fu¨r die weitere Auftrennung der erhaltenen Pools aus der Umkehrphasen-HPLC
wurde eine LiChrosorb Si60 Adsorptions-HPLC mit den Pools RL02/114-P2 und
RL02/114-P5 durchgefu¨hrt (Fortsetzung siehe Abschnitt 3.5.5 auf Seite 116).
Im zweiten HPLC-Lauf (Lauf II) wurden 12,2 mg der HGG-Fraktion JM07/7-1
appliziert und mit einem linearen Gradienten, beginnend mit 10% Wasser in Me-
thanol bis zu reinem Methanol, eluiert. Im Unterschied zu Lauf I wurde mit dem
flacheren Gradienten in Lauf II eine bessere Gangliosid-Separation bezu¨glich der
Haupt-Fettsa¨ureketten C16 und C24 erreicht (ohne Abbildung). Die du¨nnschich-
chromatographisch getrennten Pools zeigten, daß Ganglioside mit C16-Fettsa¨ure
hauptsa¨chlich in Pool RL02/121-P1 eluierten, wa¨hrend Ganglioside mit C24-
Fettsa¨uren in den Pools RL02/121-P5 und RL02/121-P6 angereichert wurden.
Der in Lauf II benutzte flachere Gradient der Nucleosil C-18 Umkehrphasen-
HPLC wurde fu¨r die im folgenden Abschnitt 3.5.4.2 beschriebene Auftrennung
der HGG-Fraktion JM07/7-3S mit einem hohen Anteil an polaren, langkettigen
sLex-Gangliosiden eingesetzt.
3.5.4.2 HGG-Fraktion JM07/7-3S
Fu¨r die Nucleosil C-18 Umkehrphasen-HPLC langkettiger Ganglioside der Neo-
lakto-Serie wurden 10 mg der HGG-Fraktion JM07/7-3S eingesetzt (siehe Ab-
schnitt 2.3.3.1 und Tabelle 3.5). Diese Fraktion war von besonderem Interes-
se, da sie hauptsa¨chlich langkettige Ganglioside mit E-Selektin-Rezeptorfunktion
entha¨lt (vgl. Abbildung 3.11 B).
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VIII Neu5Ac,VII Fuc-nLc8
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Abbildung 3.15: Orcinfa¨rbung und Immun-Overlay Assay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re
nach HPTLC von Aliquots der Pools aus der Nucleosil C-18-HPLC von 10 mg JM07/7-3S
(siehe Tabelle 3.5). Der Gradient wurde mit 10% Wasser in Methanol begonnen und er-
folgte dann linear bis zu reinem Methanol (Lauf II).
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabele 2.9).
A: Orcinfa¨rbung.
a, h: 1,06µg JM07/7-3S, b: 10µg P1 (1%), c: 10µg P2 (0,56%), d: 10µg P3 (0,43%),
e: 10µg P4 (0,83%), f: 10µg P5 (0,71%), g: 10µg P6 (0,77%).
B: Immun-Overlay Assay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re (JM08/35-2).
a, h: 0,212µg JM07/7-3S, b: 2µg P1, c: 2µg P2, d: 2µg P3, e: 2µg P4, f: 2µg P5,
g: 2µg P6.
Die Pools erhalten die Laborjournal-Bezeichnungen RL02/160-P1 bis -P6 (vergleiche Ta-
belle 3.5). Die Prozentzahlen in Klammern entsprechen den Aliquotgro¨ßen der applizierten
Probe des jeweiligen Pools.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit Klammern
gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu diesem Zeit-
punkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie
besta¨tigt (Tabelle 3.18).
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Wie in Abschnitt 3.5.4.1 fu¨r die Trennung der Fraktion JM07/7-1 in Lauf II be-
schrieben, erfolgte die Chromatographie mit einem Gradienten, beginnend mit
10% Wasser in Methanol linear abfallend bis zu reinem Methanol. Die erhalte-
nen Fraktionen wurden in sechs Gruppen eingeteilt und diese Pools (RL02/160-
P1 bis -P6) auf Konzentrationen von 1 µg/µL in Methanol eingestellt. 10µg-
Aliquots der Pools wurden du¨nnschichtchromatographisch getrennt und mit Or-
cin gefa¨rbt (siehe Abbildung 3.15 A). Strukturelle Chrarakterisierungen wurden
mit Antiko¨rpern gegen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R und Neu5Acα2-6Galβ1-
4GlcNAc-R sowie der E-Selektin-IgG Chima¨re (siehe Abbildung 3.15 B) durch-
gefu¨hrt.
Abbildung 3.15 zeigt deutlich, daß die Ganglioside mit C16-Fettsa¨uren im Cera-
midteil hauptsa¨chlich in den Pools RL02/160-P1, -P2 und -P3 (Spuren b, c und d)
angereichert wurden. Die prozentualen Anteile betrugen jeweils 9,1%, 20,5% und
26,1% von der Gesamtmenge der eluierten Ganglioside. Analog zur Elution der
Ganglioside der Fraktion JM07/7-1 wurde danach ein Mischpool RL02/160-P4 er-
halten, der aus Gangliosiden mit C18-, C20- und C22-Fettsa¨uren bestand (13,6%,
Spur e). Die Ganglioside mit C24-Fettsa¨uren wurden in den Pools RL02/160-P5
und RL02/160-P6 (Spuren f und g) mit prozentualen Anteilen von 15,9% und
14,8% von der Gangliosid-Gesamtmenge zusammengefaßt.
Die von der E-Selektin-IgG Chima¨re im Immun-Overlay Test in besonders hohem
Maße erkannten sLex-Ganglioside waren VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8, X3Neu5Ac,-
IX3Fuc-nLc10 und XII3Neu5AcXI3Fuc-nLc12. Das Gangliosid VI3Neu5Ac,V3Fuc-
nLc6 wurde nur schwach detektiert. Bei den Gangliosiden mit C24-Fettsa¨uren
(Abbildung 3.15 Spuren f und g) sieht man besonders, daß Doppelbanden gefa¨rbt
wurden. Mit den spa¨ter erfolgten Strukturbestimmungen durch Massenspektro-
metrie konnte gezeigt werden, daß diese oberen Banden den einfach-fukosylierten
sLex-Gangliosiden und die unteren Banden den zweifach-fukosylierten sLex-Gan-
gliosiden entsprechen (siehe Abschnitt 3.9 mit Tabelle 3.18).
Fu¨r die Gewinnung von einzelnen E-Selektin-bindenden Gangliosiden mittels pra¨-
parativer HPTLC wurden die Fraktionen RL02/160-P2 und RL02/160-P5 aus-
gewa¨hlt. Diese Wahl wurde noch durch weitere immunologische Untersuchun-
gen mit den Antiko¨rpern gegen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R und Neu5Acα2-
6Galβ1-4GlcNAc-R unterstu¨tzt, die in Abschnitt 3.7.1 auf Seite 143 weiter aus-
gefu¨hrt werden.
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3.5.5 LiChrosorb Si60 Adsorptions-HPLC von RL02/114-P2
und RL02/114-P5
Zur Beurteilung der Trennleistung der Adsorptions-Chromatographie wurden ver-
einigte Fraktionen der Umkehrphasen-HPLC der HGG-Fraktion JM07/7-1 (siehe
Abschnitt 3.5.4.1 Lauf I) ausgewa¨hlt und durch Adsorptions-HPLC mit LiChro-
sorb Si60 getrennt (siehe Abschnitt 2.3.1).
Nach HPLC-Trennung von 1,8 mg der Fraktion RL02/114-P2 (vgl. Abbildung
3.14, Spur c), bestehend aus GM3, IV3Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 mit
C16-Fettsa¨ureketten im Ceramidteil, wurden die eluierten Fraktionen in acht
Pools (RL02/141-P1 bis -P8) zusammengefaßt. Die durch HPLC-Trennung von
2,0 mg RL02/114-P5 (vgl. Abschnitt 3.14, Spur f) eluierten Fraktionen, beste-
hend aus GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 mit
C24-Fettsa¨ureketten, wurden zu zehn Pools (RL02/151-P1 bis -P10) vereinigt.
Die erhaltenen Pools wurden bis zur Trockne eingeengt und in 3mL bis 6mL
C/M (1/2) aufgenommen.
Aus der vergleichenden Du¨nnschichtchromatographie der Pools aus den LiChro-
sorb Si60-Adsorptions-HPLC-Trennungen der GSL-Fraktionen RL02/114-P2 (acht
Pools, siehe Abbildung 3.16 A) und RL02/114-P5 (zehn Pools, siehe Abbildung
3.16 B) ist zu erkennen, daß durch Kieselgel-HPLC keine vollsta¨ndige Trennung
der einzelnen Ganglioside erreicht wurde. Die Mengenunterschiede an Gangliosi-
den, die fu¨r die Orcinfa¨rbung eingesetzt wurden, deuten darauf hin, daß die Pools
auch noch Orcin-negative Verunreinigungen enthalten mu¨ssen. Die Hauptkom-
ponenten GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 sind
in den jeweiligen Pools bestenfalls angereichert worden. Mit korrespondierenden
Immun-Overlay Tests (ohne Abbildungen) konnte gezeigt werden, daß keine sau-
beren Einzelsubstanzen erhalten wurden. Die Tabellen 3.6 und 3.7 fassen die Er-
gebnisse der Immun-Overlay Tests der Pools RL02/141-P1 bis -P8 und RL02/151-
P1 bis -P10 zusammen.
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Abbildung 3.16: Orcinfa¨rbung nach HPTLC von Aliquots der Pools aus der LiChro-
sorb Si60-Adsorptions-HPLC von RL02/114-P2 (A) und RL02/114-P5 (B).
Die Du¨nnschichtchromatographien wurden in LM 2 (siehe Tabelle 2.9) durchgefu¨hrt.
A:
Pools aus der HPLC mit 1,8 mg RL02/114-P2 (vgl. Spur c in Abbildung 3.14).
a, k: 7,88µg RL02/114-P2 (Ausgangsmaterial; alle Ganglioside besitzen C16-Fettsa¨uren),
b: 0,6µg P1 (2%), c: 5,7µg P2 (1,5%), d: 7,5µg P3 (2,5%), e: 1,8µg P4 (2%), f: 2,6µg P5
(2%), g: 9,5µg P6 (2,5%), h: 2,0µg P7 (4%), i: 7,25µg P8 (2,5%). Die Pools erhalten die
Laborjournal-Bezeichnungen RL02/141-P1 bis -P8 (vergleiche Tabelle 3.5). Die Prozent-
zahlen in Klammern entsprechen den Aliquotgro¨ßen der applizierten Probe des jeweiligen
Pools.
B:
Pools aus der HPLC mit 2,0 mg RL02/114-P5 (vgl. Spur f in Abbildung 3.14).
a, m: 0,98µg RL02/114-P5 (Ausgangsmaterial; alle Ganglioside besitzen C24-Fettsa¨uren),
b: 3,8µg P1 (2%), c: 6,2µg P2 (2%), d: 0,6µg P3 (6%), e: 4,8µg P4 (4%), f: 2,8µg P5
(4%), g: 15,2µg P6 (8%), h: 10,2µg P7 (6%), i: 10,4µg P8 (4%), k: 16,4µg P9 (4%),
l: 12,8µg P10 (8%). Die Pools erhalten die Laborjournal-Bezeichnungen RL02/153-P1 bis
-P10 (vergleiche Tabelle 3.5). Die Prozentzahlen in Klammern entsprechen den Aliquot-
gro¨ßen der applizierten Probe des jeweiligen Pools.
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Tabelle 3.6: Zusammenstellung der Daten aus den HPTLC-Immun-Overlay Tests mit
aufgetrennten Pools der LiChrosorb-HPLC-Trennung von RL02/114-P2 (vgl. Tabelle
3.5).
Einzelfraktiona
↪→RL02/141- P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
↓ Immun-Overlay
JM08/35-2b − − − ×× ×× ×× ×× ×
JM06/280-4c × × ×× ×× ×× × × −
JM06/280-5d − × × ×× × − − −
aPools RL02/141-P1 bis -P8 aus der Ausgangsfraktion RL02/114-P2 mit C16-Fettsa¨uren.
bE-Selektin-IgG Chima¨re,
cAnti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper,
dAnti-Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper.
Bandenfa¨rbung: −=nicht vorhanden, ×=schwach, ××=stark.
Tabelle 3.7: Zusammenstellung der Daten aus den HPTLC-Immun-Overlay Tests mit
aufgetrennten Pools der LiChrosorb-HPLC-Trennung von RL02/114-P5 (vgl. Tabelle
3.5).
Einzelfraktiona
↪→RL02/153- P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
↓ Immun-Overlay
JM08/35-2b − − × − − − − − ×× ××
JM06/280-4c × ×× ×× ×× × × ×× × ×× ××
JM06/280-5d − − × ×× ×× × × − − −
aPools RL02/153-P1 bis -P10 aus der Ausgangsfraktion RL02/114-P5 mit C24-Fettsa¨uren.
bE-Selektin-IgG Chima¨re,
cAnti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper,
dAnti-Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper.
Bandenfa¨rbung: −=nicht vorhanden, ×=schwach, ××=stark.
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3.6 Zelladha¨sion in statischen Systemen
3.6.1 Kultivierung von Zellen und ihre Immunfluoreszenz-
Fa¨rbung
3.6.1.1 Zellkultivierung
Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter den in Abschnitt 2.5.3 beschriebenen
Bedingungen. Die CHO Zellen wurden routinema¨ßig in Absta¨nden von 48 h bis
72 h, die HUVEC durchschnittlich nach 96 h passagiert. Die Kultivierungsbe-
dingungen wurden wa¨hrend der gesamten Kultivierungsdauer kontrolliert und
waren gema¨ß den Zellkulturmeßmethoden im optimalen Bereich. Es kann somit
davon ausgegangen werden, daß die im folgenden beschriebenen Adha¨sionstests
mit Zellmaterial gleicher Qualita¨t durchgefu¨hrt wurden.
3.6.1.2 U¨berpru¨fung der E-Selektin Expression mittels Immunfluoreszenz
Die E-Selektin Expression auf der Zelloberfla¨che von CHO-E Zellen und HUVEC
wurde u¨berpru¨ft. Dazu wurde nach Zell-Einsaat und einer kurzen Kultivierungs-
phase (24 h) die Pra¨senz von E-Selektin auf der Zelloberfla¨che mit einem polyklo-
nalen Anti-E-Selektin-Antiko¨rper (JM07/28, siehe Tabelle 2.11), wie in Abschnitt
2.6.3 beschrieben, mikroskopisch untersucht.
Der mikroskopische Befund ergab, daß ca. 90–95% der CHO-E Zellen das E-
Selektin konstitutiv exprimieren. Dabei zeigten die positive Zellen eine homogene
Verteilung des E-Selektins auf ihrer Oberfla¨che (ohne Abbildung).
Abbildung 3.17 zeigt exemplarisch Aufnahmen der HUVEC bei 40-facher (A, B)
und 100-facher Vergro¨ßerung (C, D) nach Induktion der E-Selektin Expression
fu¨r 4 h mit den Zytokinen IL-1β und TNF-α (siehe Abschnitt 2.5.5). Die Vertei-
lung des E-Selektins auf der Zelloberfla¨che ist auch bei diesen Zellen homogen. Im
Unterschied zu den CHO-E Zellen waren bei den HUVEC nur 70–80% der Zellen
E-Selektin positiv. Da die Auswertung der Immunfluoreszenzfa¨rbungen lediglich
”
semi-quantitativ“ erfolgte, sind die genannten Zahlen fu¨r beide Zelltypen jedoch
nur als Na¨herungswerte anzusehen.
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Abbildung 3.17: Immunfluoreszenzfa¨rbung der Zelloberfla¨che von HUVEC mit einem
polyklonalen Anti-E-Selektin Antiko¨rper (A, C) und Fluoreszenzfa¨rbung der Zellkerne mit
DAPI (B, D).
Die E-Selektin Expression wurde u¨ber einen Zeitraum von 4 h mit den Zytokinen IL-1β und
TNF-α wie in Abschnitt 2.5.5 beschrieben bei den HUVEC induziert.
A, B: 40-fache Vergro¨ßerung, C, D: 100-fache Vergro¨ßerung. Die Visualisierung des gebun-
denen Anti-E-Selektin Antiko¨rpers erfolgte mit einem DTAF-markierten Sekunda¨rantiko¨rper
(siehe Tabelle 2.12).
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Abbildung 3.18: Adha¨sion von CHO-E Zellen an MT-Platten-fixierte Ganglioside.
Balkendiagramm (s = 0,05) fu¨r die Gangliosid-Mischungen HD01/113-a (weiße Balken),
JM07/7-1 (schwarze Balken) und JM07/7-3S (graue Balken).
Gangliosid-Mengen [ng/Well]: a: 19,5, b: 39,1, c: 78,1, d: 156,3, e: 312,5, f: 625, g: 1250,
h: 2500.
3.6.2 CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an Ganglioside in MT-
Platten
Zur Untersuchung der Adha¨sion von CHO-E Zellen an auf Mikrotiterplatten
(MTP)-fixierte Ganglioside wurden die HBG-Mischung HD01/113-a und die HGG-
Fraktionen JM07/7-1 und JM07/7-3S in den Mengen von 19, 5 ng bis 2, 5µg
pro Well, gelo¨st in Methanol, appliziert und bis zur Trockne eingeengt (siehe
Abschnitt 2.7.2.1). Pro Gangliosid-Menge und MT-Platte wurde eine Sechsfach-
bestimmung durchgefu¨hrt. Die CHO-Zellsuspension definierter Zelldichte wurde
in 100µL-Volumina in die mit Gangliosiden beschichteten MTP-Wells gegeben.
Abha¨ngig vom Testansatz variierte dabei die Zelldichte, je nach geernteter Kul-
tur, zwischen 1,3×105 Z/mL und 7,4×105 Z/mL. Es wurden sa¨mtliche mit Gan-
gliosiden beschichteten MTP-Wells sowie vier nicht vorbeschichtete Wells (fu¨r
blanc-Werte) mit derselben Zelldichte pro Testansatz beschickt. Die Zelladha¨sion
erfolgte nach dem in Abschnitt 2.7.2 beschriebenen Verfahren. Eine identisch vor-
behandelte MT-Platte wurde mit der Referenzzellinie CHO-K1 inkubiert. Die An-
zahl gebundener Zellen wurde mittels MTT-Viabilita¨tstest ermittelt (Abschnitt
2.7.3.1). U¨ber eine Eichreihe auf jeder einzelnen MT-Platte, die nach dem Zell-
adha¨sionstest in die Wells pipettiert wurde, konnten den gemessenen Extinktionen
definierte Zelldichten zugeordnet werden.
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Abbildung 3.18 zeigt das unterschiedliche Adha¨sionsverhalten von CHO-E Zellen
gegenu¨ber den drei Gangliosid-Mischungen. Die CHO-K1 Zellen haben nur in ge-
ringen mengen an die untersuchten Gangliosid-Fraktionen gebunden. Die mit dem
MTT-Test gemessenen Extinktionen entsprachen den Werten der Zell-Bindung an
die HBG-Fraktion HD01/113-a.
An die HBG-Fraktion HD01/113−a (weiße Balken) adha¨rierten die Zellen nur ge-
ringfu¨gig. Das von der vorgelegten Gangliosid-Menge unabha¨ngige Adha¨sionsver-
halten belegt eine schwache unspezifische Zellbindung. So ist z.B. bei der niedrigen
HBG-Menge von 19,5 ng/Well (Abbildung 3.18, a) eine fu¨nffach ho¨here Zelldichte
pro MTP-Well als bei der hohen HBG-Menge von 625 ng/Well (Abbildung 3.18,
f) zu erkennen. Die Ganglioside der Ganglioreihe (GM1, GD1a, GD1b und GT1b)
sind demnach keine spezifischen Rezeptoren fu¨r E-Selektin bzw. CHO-E Zellen
(siehe Abschnitt 3.3.2 auf Seite 93 Abbildung 3.5 Ba und Ca).
Die HGG-Fraktion JM07/7-1 zeigt eine deutliche Abha¨ngigkeit der CHO-E Zell-
adha¨sion bezu¨glich der fixierten Gangliosid-Mengen (schwarze Balken in Abbil-
dung 3.18). Mit der Erho¨hung der Gangliosid-Menge von 19,5 ng/Well bis auf
2,5µg pro Well (a bis h) geht eine kontinuierliche Zunahme der Zelladha¨sion
bis zur maximal applizierten Menge von 2,5µg/Well einher. Die in der Frakti-
on JM07/7-1 u¨berwiegenden Ganglioside GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-
nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 sind nicht fu¨r die CHO-E Zellbindung verantwort-
lich, sondern die in dieser Fraktion zu einem geringen Anteil vorhandenen sLex-
Ganglioside (siehe hierzu Abbildung 3.11). Aus den zuvor durchgefu¨hrten Immun-
Overlay Assays mit der E-Selektin-IgG Chima¨re und dem mAk CSLEX1 konnten
diese bereits als sLex-Ganglioside charakterisiert werden (siehe Abschnitt 3.3.2
auf Seite 93 Abbildung 3.5 Bb und Cb).
Die grauen Balken in Abbildung 3.18 geben die Dichten der adha¨rierten CHO-E
Zellen mit zunehmender Menge an Gangliosiden der HGG-Fraktion JM07/7-3S
wieder. Hier ist ebenfalls, wie bei der Fraktion JM07/7-1, ein Anstieg der Zel-
ladha¨sion mit steigender Gangliosid-Menge zu erkennen. Die ho¨chste Dichte an
adha¨rierten CHO-E Zellen wurde mit dieser Fraktion jedoch bereits bei einer
Gangliosid-Menge von 156,3 ng/Well (d) erreicht. Eine Erkla¨rung dieses schnellen
Anstiegs und Erreichen des Maximalwertes ist durch den hohen Anteil an sLex-
Gangliosiden in dieser Sediment-Fraktion JM07/7-3S gegeben (siehe Abschnitt
3.3.2 auf Seite 93 Abbildung 3.5 Bd und Cd).
Unter Zuhilfenahme mehrerer mit CHO-E und CHO-K1 Zellen erstellten Eichrei-
hen wurde eine mittlere Standardabweichung von s=0,05 (n=24) ermittelt. Jede
einzelne Ganglisoid-Konzentration wurde auf einer MT-Platte durch Sechsfach-
messung bestimmt. Zelladha¨sionstests mit unterschiedlichen Zelldichten, variie-
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rend zwischen 4,5×105 Z/mL und 9×105 Z/mL wurden auf vier unterschiedlichen
MT-Platten durchgefu¨hrt. Daraus ergab sich fu¨r die genannten Extinktionen eine
5%-ige Fehlerwahrscheinlichkeit.
Es wurden Rangkorrelations-Analysen nach Spearman fu¨r die Adha¨sionswerte
mit den drei verschiedenen Gangliosid-Pra¨parationen aus Abbildung 3.18 durch-
gefu¨hrt. Die Rangkorrelationskoeffizienten rs mit n=8 verschiedenen Gangliosid-
Mengen sind:
rs Fraktion Herkunft
- 0,238 HD01/113-a Gehirn,
1 JM07/7-1 Granulozyten,
0,643 JM07/7-3S Granulozyten.
Die Signifikanzschranke, die Statistik-Tabellen zu entnehmen ist (siehe LozA´n
& Kausch, 1998), fu¨r n=8 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von α=0,05 be-
tra¨gt 0,6. Das heißt, daß fu¨r die CHO-E Zelladha¨sion an die Ganglioside der
HGG-Fraktionen JM07/7-1 und JM07/7-3S ein statistisch abgesicherter Zusam-
menhang zur Menge an fixierten Gangliosiden besteht. Die HBG-Fraktion (rs=
−0,238) weist keinen solchen Zusammenhang auf. Dies besta¨tigt aus statistischer
Sicht die Aussage, daß bei den HGG-Fraktionen eine spezifische Zellbindung er-
folgt, wohingegen dies bei der HBG-Fraktion nicht der Fall ist.
3.6.3 Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an MTP-fixierte Gan-
glioside durch den mAk CSLEX1
Die Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion wurde mit dem monoklonalen Antiko¨rper
(mAk) CSLEX1 in Wells einer MT-Platte durchgefu¨hrt, die zuvor mit der HGG-
Fraktion JM07/7-1 beschichtet wurden. Diese Gangliosid-Mischung wurde exem-
plarisch ausgewa¨hlt, da sie die CSLEX1-Inhibition der Zelladha¨sion gut charakte-
risiert. Die Menge der HGG-Fraktion JM07/7-1 wurde mit 2,5µg/Well konstant
gehalten und entsprach der im Zelladha¨sionstest eingesetzten maximalen Menge
(siehe Abbildung 3.18 in Abschnitt 3.6.2).
Die Konzentration des mAk CSLEX1 (kompetitiver Inhibitor) wurde von 0,64
nmol/mL u¨ber 1,29 nmol/mL, 2,58 nmol/mL und 5,15 nmol/mL auf 10,31 nmol
pro mL erho¨ht (siehe Abschnitt 2.7.2.2). Die Zelladha¨sionstests wurden durch
eine Achtfachbestimmung auf vier MT-Platten durchgefu¨hrt wobei die Zelldich-
ten zwischen 4,5×105 Z/mL und 9×105 Z/mL lagen. Als Kontrolle der Inhibition
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Abbildung 3.19: Inhibition der Adha¨sion von CHO-E Zellen an MTP-fixierte Ganglioside
der HGG-Fraktion JM07/7-1 durch den monoklonalen Antiko¨rper CSLEX1.
Pro Well wurden 2,5µg der HGG-Fraktion JM07/7-1 fixiert.
CSLEX1-Konzentrationen [nmol/mL]: a: 0, b: 0,64, c: 1,29, d: 2,58, e: 5,15, f: 10,31.
der Zellbindung wurden die Zelladha¨sions-Assays ohne den mAk CSLEX1 durch-
gefu¨hrt.
Abbildung 3.19 zeigt die Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an MTP-fixierte
Ganglioside mit dem mAk CSLEX1. Mit ansteigenden CSLEX1-Konzentrationen
kommt es zu einer Abnahme der Zelladha¨sion an die Ganglioside. Ab einer Kon-
zentration von 2,58 nmol/mL mAk ist ein maximaler Inhibitionswert von 82%
erreicht (d). Die Zunahme der Inhibition war abha¨ngig von einer Erho¨hung der
CSLEX1-Konzentration. Bei einem Viertel der Konzentration an mAk
(0,64 nmol/mL, Balken b) wurde bereits eine 42%-ige Inhibition erreicht. Dies
weist auf einen nicht-linearen Zusammenhang hin.
Durch statistische Berechnung mit Hilfe des Rangkorrelationsverfahrens nach
Spearman wurde ein Korrelationskoeffizient von rs =0,886 bestimmt. Er wur-
de aus den verschiedenen Konzentrationen des mAk CSLEX1 (n =6, Anzahl
der CSLEX1-Konzentrationen) und seinem prozentualen Inhibitionsvermo¨gen auf
die CHO-E Zelladha¨sion an MTP-fixierte Ganglioside ermittelt. Der Vergleich
mit der Signifikanzschranke (Tabellenwert, siehe LozA´n & Kausch, 1998) von
rs(6/0,05) =0,77 ergibt, daß zwischen der beobachteten Inhibition und der einge-
setzten Konzentration an Inhibitor (CSLEX1) ein abgesicherter, stochastischer
Zusammenhang besteht.
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3.6.4 CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an Ganglioside auf
HPTLC-Platten
3.6.4.1 Scha¨digung von CHO-E und CHO-K1 Zellen
Die Zelladha¨sionstests wurden mit CHO-E und CHO-K1 Zellen in Konzentratio-
nen zwischen 5×104 Z/mL bis 1×106 Z/mL durchgefu¨hrt. Dazu mußte zuna¨chst
eine Zellsuspension der normalerweise adha¨rent wachsenden Zellen pra¨pariert
werden. Nach Ablo¨sen der Zellen von der Kultivierungsoberfla¨che mit Tryp-
sin (siehe Abschnitt 2.5.3.2) wurden die Zellen unter vorsichtigem Schwenken
in Suspension gehalten. Das hinderte die adha¨renten Zellen daran, sich an die
Gefa¨ßwand anzuheften. Nach einem Zeitraum von 2 h war die durch die pro-
teolytische Behandlung reduzierte E-Selektin-Expression auf der Oberfla¨che der
CHO-E Zellen wiederhergestellt, so daß der Adha¨sionstest mit
”
funktionsfa¨higen“
bzw. nur minimal gescha¨digten Zellen durchgefu¨hrt werden konnte.
Durch Messungen der Zelldichte und der Lebendzellzahl mit der Trypanblau-
Ausschlußmethode und dem Partikelmeßgera¨t CASY System1 (siehe Abschnitt
2.5.3.4) wurde eine geringfu¨gige 3%-ige Reduktion der Zelldichte und ein mini-
maler Ru¨ckgang der Viabilita¨t um 1,2% detektiert. Der Anteil an Zelltru¨mmern
(Debris-Partikel, ≤ 5µm Durchmesser im CASY-System1) ist wa¨hrend dieser
zweistu¨ndigen Inkubationszeit nicht angestiegen. Im Anschluß daran erfolgte der
Zelladha¨sionstest. Wa¨hrend dieses Zeitraumes wurde die Zellsuspension zwei Zen-
trifugationsschritten unterzogen (siehe Abschnitt 2.7.2). Danach wurden wieder-
um die Zelldichte und die Lebendzellzahl sowie die Gro¨ßenverteilung mit dem
CASY System1 bestimmt. Es konnte ein Ru¨ckgang der Zelldichte um weitere 5%
bei gleichzeitigem Anstieg des Debrisanteils um 5% beobachtet werden.
U¨ber den gesamten Zeitraum der Versuchsdurchfu¨hrung betrachtet, ist dieser
Ru¨ckgang der Zelldichten, und damit auch der Viabilita¨t, von insgesamt 6,2% als
gering anzusehen.
3.6.4.2 CHO-E Zelladha¨sionstest
Mit einem zweiten funktionalen Test auf CHO-E Zelladha¨sion, neben dem MT-
Platten Assay, wurde es durch die entwickelten Zentrifugationskammern (siehe
Abschnitt 2.7.1) mo¨glich, HPTLC-getrennte Gangliosid-Mischungen auf ihre E-
Selektin-Bindungsfa¨higkeit hin zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Testreihen
sind im folgenden dargestellt.
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Abbildung 3.20: Adha¨sion von CHO-E Zellen an du¨nnschichtchromatographisch getrenn-
ten Gangliosiden. Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 2 fu¨r Ganglioside durch-
gefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9). Der Nachweis gebundener Zellen erfolgte mit dem Immun-
Overlay Test.
A: Orcinfa¨rbung, B: CHO-E Zelladha¨sion (1,4×105 Z/mL).
a: 10µg HD01/113-a, b: 0,6µg JM07/7-1, c: 0,585µg JM07/7-3, d: 0,795µg JM07/7-3S.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
CHO-E Zelladha¨sion ohne Vorinkubation
Die Zentrifugationskammern vom Typ I wurden mit HPTLC-Platten der Gro¨ße
5 cm×10 cm fu¨r die Zelladha¨sion von CHO-E Zellen eingesetzt (siehe Abbildung
3.20). Hierzu wurden der HBG-Standard HD01/113-a (a) sowie die HGG-Frak-
tionen JM07/7-1 (b), JM07/7-3 (c) und JM07/7-3S (d) im Gangliosid-Laufmittel
LM 2 chromatographiert. Parallel zu den Zelladha¨sionstests wurden auf einer
Referenz-Platte die Ganglioside mit Orcin gefa¨rbt (A). Das fu¨r den Zelladha¨si-
onstest vorgesehene Chromatogramm wurden mit Plexigum beschichtet und dann
mit einer CHO-E Zellsuspension der Zelldichte 1,4×105 Z/mL (B) inkubiert (sie-
he Abschnitt 2.7.2.3). Der Nachweis gebundener Zellen erfolgte mit dem Anti-E-
Selektin Antiko¨rper JM07/28 (siehe Tabelle 2.11) im Immun-Overlay Verfahren.
In Abbildung 3.20 kann man erkennen, daß CHO-E Zellen (B) deutlich eine
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Adha¨sion an Banden der HGG-Gangliosidmischungen zeigen. Die Ganglioside der
HBG-Referenz HD01/113-a sind im CHO-E Zelladha¨sionstest negativ (Ba), d.h.
eine Zellbindung an Ganglioside der Ganglioserie kann ausgeschlossen werden. Die
Resultate sind konform zu den Ergebnissen der Zelladha¨sion in der MT-Platte
in Abschnitt 3.6.2, bei dem nur unspezifische CHO-E Zellbindung erfolgte (vgl.
Abbildung 3.18). In den weiteren Tests wurde daher diese Referenz nicht immer
mitgefu¨hrt.
Bei der HGG-Fraktion JM07/7-1 (Abbildung 3.20, Spur Ab), in der hauptsa¨chlich
GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu5Ac-nLc6 vorhanden sind,
wurden bei den Adha¨sionstests mit CHO-E Zellen vier Banden detektiert, die
aufgrund ihres Laufverhaltens als VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) und VIII3Neu5Ac,-
VII3Fuc-nLc8 (3) Doppelbanden identifiziert wurden (Bb). Dieselben Doppelban-
den ko¨nnen nach CHO-E Zelladha¨sion bei der HGG-Fraktion JM07/7-3 detek-
tiert werden (Bc). Die Intensita¨t der Fa¨rbungen hat, im Vergleich zur Frakti-
on JM07/7-1, im Falle von VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) zugenommen. Bei der
HGG-Fraktion JM07/7-3S hat die Zelladha¨sion an das sLex-Gangliosid
VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) abgenommen. Im unteren Bereich des Chromato-
gramms konnten weitere sLex-Ganglioside detektiert werden, die von den CHO-E
Zellen gebunden wurden (Bd). Ihrem Laufverhalten entsprechend konnten die-
se Banden als X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4)
identifiziert werden.
Kontrollversuche mit der CHO-K1 Zellinie und dem MTT-Viabilita¨tstest werden
in Abschnitt 3.6.4.3 auf Seite 129 diskutiert.
CHO-E Zelladha¨sion mit Vorinkubation
HPTLC-Zentrifugationskammern (siehe Abschnitt 2.7.1 Typ II) wurden einge-
setzt, um getrennte Gangliosid-Mischungen auf HPTLC-Platten der Gro¨ße
1,5 cm×10 cm mit CHO-E Zellen zu inkubieren. Dazu wurden die HGG-Frak-
tionen JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S im Gangliosid-Laufmittel
LM 2 chromatographiert. Orcin-Referenzfa¨rbungen der Gangliosidfraktionen er-
folgten mit parallel durchgefu¨hrten Chromatogrammen (siehe Abschnitt 2.10).
Nach der Kunststoffixierung der fu¨r die Adha¨sionstests vorgesehenen Chromato-
gramme wurden diese vor dem Zelladha¨sionstest bei 37◦C in CMF-PBS Puffer
vorinkubiert (siehe Abschnitt 2.4.4).
Die Vorinkubation, die urspru¨nglich fu¨r die verbesserte Antiko¨rperdetektion im
Immun-Overlay Test entwickelt worden ist, wurde fu¨r das Verfahren der Zel-
ladha¨sion von ca. 16 h auf 4 h reduziert. Eine ku¨rzere Verweildauer im CMF-PBS
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Abbildung 3.21: CHO-E Zelladha¨sion an du¨nnschichtchromatographisch getrennte Gan-
glioside. Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt
(siehe Tabelle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung, B: CHO-E Zelladha¨sion (6,3× 105 Z/mL).
Nach Kunststoffixierung des Kieselgels wurden die Plattenstreifen fu¨r 4 h bei 37◦C in CMF-
PBS vorinkubiert. Der Nachweis gebundener Zellen erfolgte mit dem Immun-Overlay Test.
a: 0,195µg JM07/7-3, b: 0,265µg JM07/7-3S, c: 0,42µg JM07/7-4, d: 0,34µg JM07/7-
4S.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
Puffer hat sich fu¨r die Stabilita¨t des Kieselgels als gu¨nstiger herausgestellt, da
die Kieselgelschicht der HPTLC-Platte durch die mechanische Beanspruchung
wa¨hrend der Zentrifugationsschritte ha¨ufig stark bescha¨digt wurde.
Es wurden Testreihen mit Zelldichten zwischen 5×104 Z/mL und 1×106 Z/mL
durchgefu¨hrt, die zeigten, daß die fu¨r dieses Adha¨sionsverfahren optimale Zell-
dichte in einem Bereich von 1×105 Z/mL bis 8×105 Z/mL liegt (ohne Abbildung).
Eine Gangliosid-Konzentration zwischen 0,1µg/Bande und 0,5µg/Bande hat sich
wa¨hrend der Testreihen als gu¨nstig herausgestellt (ebenfalls ohne Abbildung).
Abbildung 3.21 B zeigt den Adha¨sionstest von CHO-E Zellen (6,3× 105 Z/mL)
mit den HGG-Fraktionen JM07/7-3 (a), JM07/7-3S (b), JM07/7-4 (c) und
JM07/7-4S (d) im Vergleich zu den Orcin-gefa¨rbten Plattenstreifen (A).
Durch die Vorinkubation konnte die Sensitivita¨t des Zelladha¨sionsverfahrens
enorm gesteigert werden. Die HGG-Fraktion JM07/7-3 (siehe Abbildung 3.21 Ba)
zeigte CHO-E Zelladha¨sion an die Banden VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1), VIII3Neu-
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5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc--
nLc12 (4). Dieselben Ganglioside wurden bei den HGG-Fraktionen JM07/7-3S,
JM07/7-4 und JM07/7-4S gefa¨rbt (Bb,c,d). Die drei Fraktionen JM07/7-3S
(Bb), JM07/7-4 (Bc) und JM07/7-4S (Bd) zeigten zusa¨tzlich in den Bereichen
unter den oben genannten Banden eine Vielzahl zuvor nicht detektierter Banden.
Hier chromatographieren jeweils unter den einfach-fukosylierten die zweifach- und
dreifach-fukosylierten sLex-Ganglioside. Die Identifizierung der sLex-positiven
Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Struktu-
ren wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18). So konnte
z.B. die obere Bande der Doppelbanden X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) als das ein-
fach fukosylierte Gangliosid mit C24-Fettsa¨ure identifiziert werden. Die darunter
chromatographierende Bande (untere in der Doppelbande) entha¨lt neben dem
Gangliosid X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) mit C16-Fettsa¨ure auch das zweifach-
fukosylierte Gangliosid X3Neu5Ac,IX3Fuc,VII3Fuc-nLc10 mit C24-Fettsa¨ure. Un-
terhalb von (3) und oberhalb von (4) chromatographiert das dreifach-fukosylierte
Gangliosid X3Neu5Ac,IX3Fuc,VII3Fuc,III3Fuc-nLc10 mit C24-Fettsa¨ure.
Die sLex-Ganglioside der HGG-Pra¨parationen wurden durch die CHO-E Zellen
nach Vorinkubation fu¨r 4 h bei 37◦C wesentlich sta¨rker gebunden. Außerdem
wurden zusa¨tzlich zweifach- und dreifach-fukosylierte sLex-Ganglioside von den
CHO-E Zellen gebunden, an die unter Standardbedingungen (ohne Vorinkubati-
on) keine Zelladha¨sion erzielt werden konnte.
3.6.4.3 Vergleich von CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sionstests
Die Referenzzellinie CHO-K1 wurde im Vergleich zur CHO-E Zellinie verwendet,
um zu zeigen, daß die beobachtete Adha¨sion von CHO-E Zellen nicht aufgrund
von unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen Zelloberfla¨chenmoleku¨len als
dem E-Selektin erfolgte. Neben dem Immun-Overlay Assay fu¨r CHO-E Zellen,
der mit einem Prima¨rantiko¨rper gegen E-Selektin durchgefu¨hrt wurde, wurde
insbesondere fu¨r die Detektion der CHO-K1 Zellen ein Viabilita¨tstest (MTT-
Test) fu¨r auf HPTLC-Platten adha¨rierte Zellen etabliert.
Zusa¨tzlich zu dem Zelladha¨sionsnachweis mittels Immun-Overlay Verfahren, daß
CHO-E Zellen spezifisch an sLex-Ganglioside auf der HPTLC-Platte binden ko¨n-
nen, liefert der MTT-Test neben dem Nachweis der spezifischen Bindung noch
eine Aussage u¨ber die Viabilita¨t der adha¨rierten Zellen.
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Abbildung 3.22: Nachweis der Bindung CHO-E Zellen an sLex-Ganglioside mittels
Immun-Overlay Test (B) und MTT-Viabilita¨tstest (C).
Die Du¨nnschichtchromatographien wurden in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Ta-
belle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung,
B: Immun-Overlay Assay mit dem pAk gegen E-Selektin (JM07/28),
C: Viabilita¨tstest mit MTT-Reagenz.
a: 10µg HD01/113-a (HBG), b: 0,6µg JM07/7-1 (HGG), c: 0,585µg JM07/7-3 (HGG),
d: 0,795µg JM07/7-3S (HGG), e: 0,5µg JM07/95 (IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4).
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(0) bis (3) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
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Abbildung 3.23: Nachweis der Bindung von CHO-K1 Zellen an sLex-Ganglioside mittels
Immun-Overlay Test (B) und MTT-Viabilita¨tstest (C).
Die Plattenbelegung und die Durchfu¨hrung sind identisch mit der oberen Abbildung 3.22.
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CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion ohne Vorinkubation
Zur Untersuchung der Adha¨sion von CHO-E und CHO-K1 Zellen an HPTLC-
getrennte Ganglioside wurden als Negativkontrolle die HBG-Mischung
HD01/113-a, als Positivkontrolle das Gangliosid IV3Neu5Ac,III3Fuc-nLc4
(JM07/95) und die HGG-Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-3 und JM07/7-3S ein-
gesetzt. Die Ganglioside wurden in Laufmittel LM 2 chromatographiert. Parallel
zu den Zelladha¨sionstests wurden auf einer Referenz-Platte die Ganglioside mit
Orcin gefa¨rbt.
Nach Durchfu¨hrung des Zelladha¨sionstestes mit CHO-E Zellen an die HPTLC-
getrennten Ganglioside (siehe Abbildung 3.22), wurden sowohl mittels Immun-
Overlay Assay (wie bereits in Abschnitt 3.6.4.2 gezeigt) als auch mit dem MTT-
Viabilita¨tetest Zelladha¨sionsbanden detektiert. Mit demMTT-Viabilita¨tstest (Ab-
bildung 3.22 C) wurden dieselben Banden in den HGG-Fraktionen detektiert,
wie mit dem Immun-Overlay Verfahren (B). Abbildungsteil A zeigt die Orcin-
Fa¨rbung der getrennten Ganglioside. Beide Zell-Detektionsmethoden zeigten kei-
ne Fa¨rbung der HBG-Referenz-Ganglioside (siehe Spuren Ba und Ca). Die HP-
TLC-Platte B (Immun-Overlay Nachweis mit dem Anti-E-Selektin-Antiko¨rper,
JM07/28) zeigte in den HGG-Fraktionen JM07/7-1 (b) und JM07/7-3 (c) positi-
ve Fa¨rbungen fu¨r das sLex-Gangliosid VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1). In der HGG-
Fraktion JM07/ 7-3S, mit hohem Anteil langkettiger Ganglioside (d), wurden
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) und X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) erkannt.
Mit dem MTT-Viabilita¨tstest (Abbildung 3.22 C) wurden dieselben Banden in
den HGG-Fraktionen detektiert, wie mit dem Immun-Overlay Verfahren (B).
Hier war die Bindung der CHO-E Zellen an das Referenz-Gangliosid IV3Neu5Ac,-
III3Fuc-nLc4 (0) sogar noch deutlicher nachweisbar als mit dem Immun-Overlay
Assay.
Die Referenzzellinie CHO-K1 zeigte keine Bindung an die HPTLC-getrennten
Ganglioside (siehe Abbildung 3.23). Der Zelladha¨sionstest mit Detektion durch
den Immun-Overlay Assay gegen E-Selektin (C) zeigt keine unspezifische Adha¨si-
on oder Fa¨rbung der Ganglioside. Auch mit dem MTT-Viabilita¨tstest (B), der
eine ho¨here Aussagekraft besitzt, konnten keine adha¨rierten CHO-K1 Zellen nach-
gewiesen werden. Es sind im Chromatogramm lediglich sogenannte Negativbanden
zu erkennen, die durch Hintergrundfa¨rbung der Kieselgelschicht hervorgerufen
wurden (siehe Abschnitt 2.4.4).
Damit wurde die Vermutung besta¨tigt, daß die beobachtete Zelladha¨sion an sLex-
Gangliosidehochspezifisch ist und durch das auf der Oberfla¨che von CHO-E Zellen
exprimierte E-Selektin vermittelt wird.
131
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
VI Neu5Ac-nLc6
3
A B
a b a b
C
(1)
(2)
(3)
(4)
(1)
(2)
(3)
(4)
(1)
(2)
(3)
(4)
VIII Neu5Ac,
VII Fuc-nLc8
3
3
aa
X Neu5Ac,
IX Fuc-nLc10
3
3
aa
VI Neu5Ac,
V Fuc-nLc6
3
3
aa
XII Neu5Ac,
XI Fuc-nLc12
3
3
aa
Abbildung 3.24: CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an du¨nnschichtchromatographisch
getrennte Ganglioside von 0,585µg der HGG-Fraktion JM07/7-3 nach Vorinkubation in
CMF-PBS.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Ta-
belle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung, B: CHO-E Zelladha¨sionstest mit 6,3×105 Z/mL nach Vorinkubation,
C: CHO-K1 Zelladha¨sionstest mit 6,9×105 Z/mL nach Vorinkubation.
a: Immun-Overlay Test, b: MTT-Viabilita¨tstest.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
In weiteren Untersuchungen sollte noch gekla¨rt werden, ob die Sensitivita¨tsstei-
gerung der Zelladha¨sion durch Vorinkubation nicht doch zu einer unspezifischen
Adha¨sion fu¨hren kann.
CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion mit Vorinkubation
Die zwei Methoden fu¨r die Detektion der CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an
Ganglioside, das Immun-Overlay Verfahren und der MTT-Viabilita¨tstest, wur-
den mit HPTLC-Platten getestet, die durch Inkubation in CMF-PBS Puffer fu¨r
4 h bei 37◦C vorbehandelt waren. Exemplarisch fu¨r die HGG-Fraktionen wurde
aus einer Serie von Experimenten die Fraktion JM07/7-3 fu¨r die Abbildung 3.24
ausgewa¨hlt.
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Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt
tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massenspektro-
metrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
In Abbildungsteil 3.24 B ist der Zelladha¨sionstest mit vorinkubierten HPTLC-
Platten und CHO-E Zellen der Dichte 6,3×105 Z/mL gezeigt. Spur a demonstriert
das mit dem Immun-Overlay Test, Spur b das mit demMTT-Viabilita¨tstest erhal-
tene Chromatogramm. Beide Verfahren der Zell-Detektion geben ein identisches
Bandenmuster. Dies stimmt mit den Ergebnissen die in Abschnitt 3.6.4.2 gemacht
wurden u¨berein. Es wurden zusa¨tzlich zweifach- und dreifach-fukosylierte sLex-
Ganglioside von den CHO-E Zellen gebunden, an die ohne Vorinkubation keine
Zelladha¨sion erzielt werden konte (siehe Abbildung 3.22 B und C).
Abbildung 3.24 C zeigt die Chromatogramme der HGG-Fraktion JM07/7-1 nach
Vorinkubation und anschließendem CHO-K1 Zelladha¨sionstest.
Es wurde weder mit dem Immun-Overlay Test (Spur a) noch mittels MTT-
Viabilita¨tstest (Spur b) eine Fa¨rbung festgestellt. Damit wurde gezeigt, daß trotz
Sensitivita¨tssteigerung keine Bindung der CHO-K1 Zellen an sLex-Ganglioside
stattgefunden hat. An diesem Beispiel konnte somit die deutliche U¨berlegenheit
des HPTLC-Zelladha¨sionsverfahrens gegenu¨ber der MTP-Zelladha¨sionsmethode
demonstriert werden.
Die Kongruenz der beiden unterschiedlichen Nachweisverfahren fu¨r adha¨rierte
CHO-E Zellen wurde durch statistische Auswertung der Chromatogramme der
HGG-Fraktionen JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S u¨berpru¨ft.
Die statistischen Gro¨ßen sind in Tabelle 3.8 aufgefu¨hrt.
Aus den Ergebnissen des Wilcoxon Paardifferenz-Tests (Tabelle 3.8 A) ergab
sich fu¨r alle vier HGG-Fraktionen eine Annahme der Nullhypothese H0. Das be-
deutet, daß Unterschiede in den beiden Detektionsmethoden zufallsbedingt sind.
Die beiden Nachweisverfahren liefern dieselbe Aussage u¨ber die Zelladha¨sion.
Der statistische Vergleich der Immun-Overlay Daten und der MTT-Testergebnisse
mit der Rangkorrelationsmethode nach Spearman ergab fu¨r die vier HGG-
Fraktionen (Tabelle 3.8 B), daß zwischen den beiden Meßmethoden ein echter
statistischer Zusammenhang besteht. Da die ermittelten Rangkorrelationskoeffi-
zienten rs u¨ber den Signifikanzschranken liegen (siehe LozA´n & Kausch, 1998),
ist eine Korrelation vorhanden.
Mit beiden Methoden zum Nachweis gebundener CHO-E Zellen an HPTLC-
getrennte sLex-Ganglioside gelangt man zu identischen Ergebnissen, d.h. daß
beide Assays a¨quivalent eingesetzt werden ko¨nnen. Im weiteren wurde daher der
weniger aufwendige Immun-Overlay Test dem MTT-Viabilita¨tstest vorgezogen.
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Tabelle 3.8: Statistische Gro¨ßen des Paardifferenz-Testes nach Wilcoxon (A)
und des Rangkorrelationsverfahrens nach Spearman (B), berechnet fu¨r die CHO-E
Zelladha¨sion an sLex-Ganglioside der vier HPTLC-getrennten Gangliosid-Fraktionen
JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S.
Der CHO-E-Adha¨sionstest ist fu¨r die Fraktion JM07/7-3 in Abbildung 3.24 exempla-
risch am Beispiel des Immun-Overlay Verfahrens (Ba) und des MTT-Viabilita¨tstests
(Bb) gezeigt.
HGG-Fraktion statistische Gro¨ßen
A n
∑
|R| R Rn/α
JM07/7-3 13 91 RP = 40 > 17
JM07/7-3S 13 91 RN = 27 > 17
JM07/7-4 13 91 RN = 39 > 17
JM07/7-4S 14 105 RP = 38 > 21
B n
∑
d2i rs rs(n/α)
JM07/7-3 13 22 0,940 > 0,48
JM07/7-3S 13 30 0,918 > 0,48
JM07/7-4 13 63 0,827 > 0,48
JM07/7-4S 14 113,5 0,751 > 0,46
n = Anzahl der Banden des Chromatogramms,
∑
|R| = Summe von RP (Summe der
positiven Rangzahlen) und RN (Summe der negativen Rangzahlen), Rn/α = Signifikanz-
schranke des Wilcoxon Paardifferenz-Tests mit α =0,05,
∑
d2i = Summe der Quadrate
der Rangdifferenzen, rs = Rangkorrelationskoeffizient, rs(n/α) = Signifikanzschranke der
Spearman-Rangkorrelation fu¨r α =0,05.
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3.6.5 Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-fixierte
Ganglioside durch den mAk CSLEX1
Eine Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte Ganglioside wur-
de mit den HGG-Fraktionen JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S
durchgefu¨hrt. Hierzu wurden HPTLC-Platten mit den jeweiligen Gangliosid-Mi-
schungen im LM 2 fu¨r Ganglioside chromatographiert. Parallel zu den Zelladha¨si-
onstests wurden auf einer Referenz-Platte die Ganglioside mit Orcin gefa¨rbt. Die
fu¨r die Zelladha¨sions- bzw. Inhibitions-Assays vorgesehenen Chromatogramme
wurden nach der Plexigumfixierung u¨.N. vorinkubiert (siehe Abschnitt 2.4.4). Im
Unterschied zu den Zelladha¨sions-Studien mit vierstu¨ndiger Vorinkubationsdauer
wurde der Zeitraum der Vorinkubation bei den Inhibitionsstudien auf 16 h erho¨ht,
da der monoklonale Antiko¨rper CSLEX1 bei verla¨ngerter Einwirkzeit maximale
Bindung zeigte.
3.6.5.1 Reduktion der CHO-E Zelladha¨sion mit CSLEX1
Eine Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion wurde mit demmonoklonalen Antiko¨rper
CSLEX1 in einer Konzentration von 4µg/mL (4,12 nmol/mL) wa¨hrend des Vor-
inkubations-Schrittes, d.h. vor Zugabe der CHO-E Zellen, durchgefu¨hrt.
In Abbildung 3.25 sind Chromatogramme der vier HGG-Fraktionen JM07/7-3
(a), JM07/7-3S (b), JM07/7-4 (c) und JM07/7-4S (d) dargestellt. Die Referenzen
wurden mit Orcin gefa¨rbt (A) und die Immun-Overlay Assays auf der HPTLC-
Platte wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben durchgefu¨hrt.
Zur Inhibition der Zelladha¨sion wurde dem Puffer wa¨hrend dieser Vorinkubation
der monoklonale Antiko¨rper CSLEX1 zugegeben. Die Intensita¨t der Zelladha¨sion
war bei allen vier Fraktionen nach der CSLEX1-Inkubation sehr schwach (B).
Die Kontroll-Platten fu¨r positive Zelladha¨sion wurden ohne den Antiko¨rper in
CMF-PBS vorinkubiert (C). Der Schritt der Zelladha¨sion wurde mit einer CHO-
E Zelldichte von 1,2×105 Z/mL durchgefu¨hrt.
In der Positiv-Kontrolle (C) konnten Fa¨rbungen einer Vielzahl von Banden in
allen vier HGG-Fraktionen detektiert werden. Aufgrund ihres Laufverhaltens
lassen sich die positiven Banden den Gangliosiden VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1),
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,-
XI3Fuc-nLc12 (4) zuordnen. Durch CSLEX1-Inkubation (siehe Abbildung 3.25 B)
wurden die Gangliosid-Rezeptoren in den Fraktionen JM07/7-3 (a) und JM07/7-
4S (d) nahezu vollsta¨ndig blockiert. Eine zumindest erheblich reduzierte Anzahl
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Abbildung 3.25: Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte Ganglioside
durch den mAk CSLEX1.
Die Du¨nnschichtchromatographien wurden in LM 2 duchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9). Die
Vorinkubation der HPTLC-Platten erfolgte u¨.N. bei 37◦C in CMF-PBS. Der Zelladha¨si-
onstest wurde mit einer Zelldichte von 1,2×105 Z/mL durchgefu¨hrt, und die Detektion
gebundener Zellen erfolgte mit dem Immun-Overlay Verfahren.
A: Orcinfa¨rbung, B: Vorinkubation mit CSLEX1 in CMF-PBS (4,12 nmol/mL) und an-
schließender CHO-E Zelladha¨sion, C: Vorinkubation in CMF-PBS und anschließende CHO-
E Zelladha¨sion.
HGG-Fraktionen: a: (0,585/0,078) JM07/7-3, b: (1,06/0,106) JM07/7-3S, c: (1,26/0,168)
JM07/7-4, d: (1,36/0,136) JM07/7-4S.
Die (x/y)-Wertepaare in den Klammern geben die applizierten Mengen in µg der jeweiligen
HGG-Fraktion an, x=Menge fu¨r A, y=Menge fu¨r B und C.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
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an gebundenen CHO-E Zellen wurde fu¨r Fraktion JM07/7-3S (b) ermittelt. Die
schwa¨chste Reduktion im Vergleich zu den anderen HGG-Fraktionen trat bei
Fraktion JM07/7-4 (c) auf.
Nach densitometrischer Auswertung (siehe Abschnitt 3.1.2) konnte eine quanti-
tative Aussage zur Inhibition der CHO-E Zelladha¨son (Abbildung 3.25 B) durch
den Antiko¨rper CSLEX1 gemacht werden. Hierzu wurden die Fla¨chen der Banden
eines jeden Chromatogramms aufsummiert. Die Differenz der Gesamtfla¨chen der
jeweiligen Densitogramme zwischen nicht inhibierter und mit CSLEX1 inhibierter
Zelladha¨sion an die sLex-Ganglioside der HGG-Fraktionen ergab eine Verminde-
rung der CHO-E Zelladha¨sion um 86,1% bei der Fraktion JM07/7-3 (a), 89,4%
bei JM07/7-3S (b), 78,9% bei JM07/7-4 (c) und 91,0% bei JM07/7-4S (d).
3.6.5.2 Inhibitions-Kinetik der CHO-E Zelladha¨sion
Zur Untersuchung der Fragestellung, ob mit dem CSLEX1-Antiko¨rper eine kon-
zentrationsabha¨ngige Inhibition erzielt werden kann, wurden 0,36µg JM07/7-3,
0,48µg JM07/7-3S, 0,76µg JM07/7-4 und 0,62µg JM07/7-4S der du¨nnschicht-
chromatographisch getrennten Ganglioside eingesetzt. Die Vorinkubation wur-
de mit CSLEX1-Konzentrationen von 2,06 nmol/mL, 4,12 nmol/mL und 16,49
nmol/mL durchgefu¨hrt. Die anschließende Bindung an freie sLex-Epitope wurde
mittels CHO-E Zelladha¨sion durchgefu¨hrt (siehe Abschnitt 2.7.2.3). Eine Zusam-
menfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 3.9 dargestellt.
Betrachtet man die Inhibitionswerte der einzelnen HGG-Fraktionen separat, so
erkennt man fu¨r jede Gangliosid-Mischung mit steigender Konzentration des mAk
CSLEX1 eine Abnahme der CHO-E Zelladha¨sion an die Ganglioside. Bei einer
CSLEX1-Konzentration von 16,49 nmol/mL ist bei allen Fraktionen eine voll-
kommene Inhibition zu sehen. Die Inhibition der CHO-E Bindung nimmt z.B.
bei der HGG-Fraktion JM07/7-3S von 74,6% u¨ber 87,0% bis auf 100% zu bei
einem gleichzeitigen Anstieg der CSLEX1-Konzentration von 2,06 nmol/mL u¨ber
4,12 nmol/mL auf 16,49 nmol/mL.
Die detektierte CHO-E Zelladha¨sion an du¨nnschichtchromatographisch getrennte
Ganglioside ist demnach abha¨ngig von der CSLEX1-Konzentration im Vorinku-
bationsmedium.
137
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Tabelle 3.9: Inhibition der CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte Ganglioside
von vier HGG-Fraktionen durch den mAk CSLEX1 (Prozentzahlen).
CSLEX1
[nmol/mL]
JM07/7-3 JM07/7-3S JM07/7-4 JM07/7-4S
2,06 84,9 74,6 94,0 78,1
4,12 88,2 87,0 98,4 95,2
16,49 100 100 100 100
Die Werte sind aus densitometrischer Quantifizierung der Gesamtbanden ermitttelt worden.
Sie repra¨sentieren den prozentualen Ru¨ckgang der CHO-E Zelladha¨sion durch Vorinkubation
mit dem monoklonalen Antiko¨rper CSLEX1 im Vergleich zur Kontrolle ohne mAk (0%, keine
Inhibition).
3.6.6 Verminderung der CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-fixierte
Ganglioside durch Neuraminidase-Behandlung
Neuraminidase aus V. cholerae spaltet vorwiegend terminale Sialinsa¨uren von
Glykoproteinen und Glykolipiden (siehe Abschnitt 2.4.5.1). Vorversuche hatten
gezeigt, daß sLex-Epitope von Gangliosiden humaner Granulozyten durch die
Neuraminidase zu Lex-Epitopen abgebaut wurden. Mit einem Lex-(CD15)-spe-
zifischen Antiko¨rper konnte in Immun-Overlay Tests indirekt eine Abnahme der
sLex-Ganglioside durch die Zunahme Lex-positiver GSL nach Neuraminidase-
Abbau in den HGG-Fraktionen gezeigt werden (Olbrich, 2001). Aus dieser Be-
obachtung heraus ergab sich die Frage, ob eine Neuraminidase-Behandlung von
sLex-Gangliosiden auf der HPTLC-Platte auch zu einer Verringerung der CHO-E
Zelladha¨sion fu¨hrt.
Die HGG-Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-3 und JM07/7-3S sowie der HBG-Stan-
dard HD01/113-a (Negativkontrolle) wurden in Laufmittel LM 2 fu¨r Gangliosi-
de chromatographiert. Eine Referenzplatte wurde mit Orcin gefa¨rbt und zwei
HPTLC-Platten wurden nach Plexigum Beschichtung vor dem Zelladha¨sions-
test mit Neuraminidase inkubiert. Die erste Platte wurde fu¨r 2 h bei Raum-
temperatur mit 5 mU/mL Neuraminidase und die zweite fu¨r 18 h bei 37◦C mit
50 mU/mL Neuraminidase inkubiert (siehe Abschnitt 2.4.5.1). Der anschließende
CHO-E Zelladha¨sions-Test erfolgte mit Zellen einer Dichte von 7,5×105 Z/mL. Als
Kontrolle einer positiven Zellbindung diente der ohne vorherigen Neuraminidase-
Abbau durchgefu¨hrte CHO-E Zelladha¨sionstest (siehe Abbildung 3.20 B).
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Abbildung 3.26: CHO-E Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte Ganglioside nach
Neuraminidase-Abbau.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in dem Laufmittel LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Ta-
belle 2.9). Die Detektion gebundener CHO-E Zellen erfolgte mit dem Immun-Overlay Ver-
fahren.
A: Orcinfa¨rbung,
B: CHO-E Zelladha¨sion nach 2 h Neuraminidase-Behandlung (5 mU/mL) bei RT,
C: CHO-E Zelladha¨sion nach 18 h Neuraminidase-Behandlung (50 mU/mL) bei 37◦C.
a: 10µg HD01/113-a, b: 0,6µg JM07/7-1, c: 0,585µg JM07/7-3, d: 0,795µg JM07/7-3S.
Die Doppelbanden mit identischem Chromatographie-Verhalten sind mit Zahlen gekenn-
zeichnet. Die Bezeichnung der sLex-positiven Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt spe-
kulativ. Die identifizierten Strukturen wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie besta¨tigt
(siehe Tabelle 3.18).
Die Zelladha¨sions-Tests nach Neuraminidase-Abbau mit anschließender Overlay-
Detektion sind in Abbildung 3.26 B und C dargestellt. Im Vergleich dazu ist die
Orcinfa¨rbung im Abbildungsteil A zu sehen.
Der Neuraminidase-Abbau mit 5 mU/mL bei RT fu¨r 2 h (Abbildungsteil 3.26
B) zeigt im Vergleich zum CHO-E Zelladha¨sionstest ohne Enzym-Behandlung
(siehe Abbildung 3.20 B) keine Reduktion der CHO-E Zellbindung. Die beiden
Chromatogramme zeigen nahezu identische Bandenmuster.
Nach der Neuraminidase-Behandlung fu¨r 18 h bei 37◦C mit 50 mU/mL (B) wur-
de eine geringfu¨gige Veminderung der CHO-E Zelladha¨sion an einzelne Banden
der HGG-Fraktionen sichtbar. Das Gangliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) mit
C24-Fettsa¨ure (obere Bande) wurde bei den HGG-Fraktionen JM07/7-1 (Cb) und
JM07/7-3 (Cc) nach Neuraminidase-Behandlung weniger stark von den CHO-E
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Zellen gebunden. In der Fraktion JM07/7-3S (Cd) wurde in allen Banden eine
verminderte Adha¨sion beobachtet. Die Negativ-Kontrolle (HD01/113-a, HBG in
den Spuren a) zeigte bei keinem der Adha¨sionstests eine Fa¨rbung.
Es bleibt festzustellen, daß selbst bei 18-stu¨ndiger Enzym-Inkubation, einer Tem-
peratur von 37◦C und hoher Enzymkonzentration von 50 mU/mL keine vollsta¨ndi-
ge sondern eher
”
ma¨ßige“ Reduktion der Zellbindung erfolgte. Dies la¨ßt auf le-
diglich partiellen Abbau der sLex-Ganglioside zu Lex-GSL schließen. Aus den
Ergebnissen kann gefolgert werden, daß durch Vibrio cholerae Neuraminidase-
Behandlung der HGG-Fraktionen JM07/7-1, JM07/7-3 und JM07/7-3S nur eine
geringfu¨gig verminderte Zelladha¨sion ermittelt werden kann.
3.6.7 HUVEC Zelladha¨sion an Ganglioside auf HPTLC-Platten
Die E-Selektin vermittelte Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte sLex-Ganglioside
wurde mit den prima¨ren HUVEC durchgefu¨hrt. Da diese Zellen das Oberfla¨chen-
moleku¨l nur transient nach Stimulation exprimieren, mußten sie zuvor zur E-
Selektin-Expression angeregt werden.
3.6.7.1 Scha¨digung von HUVEC
Die eingesetzten Zelldichten bei den HUVEC-Adha¨sions-Tests lagen zwischen
8×104 Z/mL und 1,5×105 Z/mL. Nach Ablo¨sen der Zellen von der Kultivierungs-
oberfla¨che mit Trypsin wurden der Zellsuspension die Zytokine IL-1β und TNF-α
fu¨r einen Zeitraum von 4 h zugegeben (siehe Abschnitt 2.5.5). Wa¨hrend dieses
Zeitraumes wurden die Zellen unter vorsichtigem Schwenken inkubiert, um ein
Anheften der adha¨renten Zellen an die Gefa¨ßwand zu verhindern. Wie schon in
Abschnitt 2.7.2 auf Seite 75 beschrieben, kommt es bei den HUVEC wa¨hrend
dieses Zeitraumes zu versta¨rkter interzellula¨rer Aggregatbildung. Durch Messung
der Zelldichte und der Lebendzellzahl mit der Trypanblau-Ausschlußmethode und
dem Partikelmeßgera¨t CASY System1 (siehe Abschnitt 2.5.3.4) wurde wa¨hrend
der Induktionsphase ein Ru¨ckgang der Zelldichte um 18% und der Viabilita¨t um
5% beobachtet. Der im Anschluß an die Stimulation durchgefu¨hrte Zelladha¨sions-
test beinhaltete zwei Zentrifugationsschritte (siehe Abschnitt 2.7.1). Danach wur-
den wiederum die Zelldichte und die Lebendzellzahl sowie die Gro¨ßenverteilung
mit dem CASY System1 gemessen. Der Ru¨ckgang der Zelldichte betrg 20% und
der Debrisanteil stieg auf 20%.
Die Abnahme der Zelldichte u¨ber den gesamten Zeitraum der Versuchsdurch-
fu¨hrung betrug 38% und war somit im Vergleich zur Reduktion der Zelldichte bei
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Abbildung 3.27: HUVEC Zelladha¨sion an HPTLC-getrennte Ganglioside.
Die Du¨nnschichtchromatographien wurden in LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9). Die
Vorinkubation der HPTLC-Platten erfolgte fu¨r 4 h bei 37◦C in CMF-PBS. Die Detektion
gebundener Zellen erfolgte mit dem Immun-Overlay Verfahren.
A: Orcinfa¨rbung, B: HUVEC Zelladha¨sionstest mit 1,2×105 Z/mL nach Vorinkubation.
HGG-Fraktionen: a: (0,585/0,078) JM07/7-3, b: (1,06/0,106) JM07/7-3S, c: (1,26/0,168)
JM07/7-4, d: (1,36/0,136) JM07/7-4S. Die (x/y)-Wertepaare in den Klammern geben die
applizierten Mengen in µg der jeweiligen HGG-Fraktion an, x=Menge fu¨r A, y=Menge
fu¨r B.
Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der Ganglioside sind mit den Zahlen
(1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu
diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massen-
spektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
den CHO-E Zellen (6,2%) sechsmal ho¨her. Dies zeigt deutlich, daß die prima¨ren
HUVEC wesentlich empfindlicher als die CHO-E Zellen sind.
3.6.7.2 HUVEC Zelladha¨sionstest mit Vorinkubation
Der Zelladha¨sionstest der HUVEC auf HPTLC-Platten wurde mit den HGG-
Fraktionen JM07/7-3, JM07/7-3S, JM07/7-4 und JM07/7-4S durchgefu¨hrt. Da-
zu wurden die Ganglioside im Laufmittel LM 2 du¨nnschichtchromatographisch
getrennt. Parallel zu den Zelladha¨sionstests wurden auf einer Referenz-Platte die
Ganglioside mit Orcin gefa¨rbt (siehe Abbildung 3.27 A). Nach der Plexigumfixie-
rung wurden die Chromatogramme fu¨r 4 h bei 37◦C in CMF-PBS vorinkubiert
und wie in Abschnitt 2.7.2.3 beschrieben der Zelladha¨sionstest durchgefu¨hrt.
Abbildung 3.27 B zeigt die Adha¨sion von HUVEC nach Induktion der E-Selektin-
Expression mit den Zytokinen IL-1β und TNF-α. Im unteren Bereich der Chro-
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matogramme wurde bei den HGG-Fraktionen JM07/7-3S (b), JM07/7-4 (c) und
JM07/7-4S (d) eine Adha¨sion der Zellen durch Detektion mit dem Immun-Overlay
Verfahren sichtbar. Die HGG-Fraktion JM07/7-3 zeigte keine Fa¨rbung (Ba). Bei
der Fraktion JM07/7-4 (c) ist diese Fa¨rbung schwa¨cher als bei den Sediment-
Fraktionen JM07/7-3S und JM07/7-4S. Aufgrund ihres Laufverhaltens im Ver-
gleich zur Immun-Overlay Detektion mit dem mAk CSLEX1, der E-Selektin-
IgG Chima¨re (siehe Abschnitt 3.3.2 auf Seite 93) und der CHO-E Zelladha¨sion
(siehe Abschnitt 3.6.4.2 auf Seite 127) ko¨nnen diesen Banden die Strukturen
X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) zugeordnet wer-
den.
Die Intensita¨t der Fa¨rbung war schwa¨cher im Vergleich zum CHO-E Zelladha¨si-
onstest. Die beiden sLex-Ganglioside VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 (1) und VIII3Neu-
5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) wurden in keiner der vier HGG-Fraktionen von den HU-
VEC erkannt (B).
Aus dem beschriebenen Bindungsverhalten kann eine bevorzugte HUVEC-Adha¨si-
on an die langkettigen sLex-Ganglioside X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und
XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) abgeleitet werden.
Als mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r das beobachtete schwache Adha¨sionsverhalten der
HUVEC im Gegensatz zu den CHO-E Zellen ko¨nnen die Aggregation der Zel-
len wa¨hrend der Induktionsphase und der drastische Ru¨ckgang der Zelldichte
wa¨hrend der gesamten Zeitdauer der Testdurchfu¨hrung um 38% genannt wer-
den. Weiterhin ergab die Immunfluoreszenz-Fa¨rbung (Abschnitt 3.6.1.2 auf Seite
119), daß nur ca. 70% der HUVEC im Gegensatz zu ca. 95% der CHO-E Zellen
E-Selektin exprimieren.
Als abschließende Mo¨glichkeit fu¨r die verminderte Adha¨sion muß bei den HUVEC
noch die Abnahme der E-Selektin Expression in Betracht gezogen werden. Im Ge-
gensatz zu den CHO-E Zellen, die das E-Selektin konstitutiv auf ihrer Oberfla¨che
exprimieren, wird das Adha¨sionsmoleku¨l bei den HUVEC transient durch In-
duktion mit Zytokinen exprimiert. Nach Erreichen eines Maximums nach ca. 4 h
nimmt die E-Selektin-Dichte auf der Zelloberfla¨che und damit auch die E-Selektin
vermittelte Bindungsfa¨higkeit der HUVEC an sLex-Rezeptorstrukturen ab.
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Tabelle 3.10: Zusammengefaßte Fraktionen und Gangliosidausbeuten der RP18-
Umkehrphasen-HPLC von JM07/7-3S (siehe Abschnitt 3.5.4.2 auf Seite 113).
Bezeichnung Mengea
RL02/160-
Fraktionen
[mg]
P1 F10−F13 0,8
P2 F14−F16 1,8
P3 F17−F21 2,3
P4 F22−F27 1,2
P5 F28−F36 1,4
P6 F37−F72 1,3
8,8 mg (88% Ausbeute)
adie Mengen sind gravimetrisch oder durch densitometrischen Vergleich von Orcin-positiven
Referenzsubstanzen definierter Konzentration ermittelt worden.
3.7 Pra¨parative Gewinnung von sLex-Gangliosiden
aus JM07/7-3S
3.7.1 Gangliosid-Fraktionierung durch RP18-HPLC
Durch Umkehrphasen-HPLC mit einer Nucleosil C18 Sa¨ule wurden 10mg an
Gangliosiden der HGG-Fraktion JM07/7-3S gema¨ß ihrer hydrophoben Fettsa¨ur-
en (C16 bis C24) aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.3.3.1 und Abschnitt 3.5.4 des
Ergebnisteils auf Seite 111). Die Elution erfolgte mit dem Gradienten aus Lauf II
beginnend mit 10% Wasser in Methanol, entsprechend der in Tabelle 2.4 angege-
benen Beschreibung. Die einzelnen Fraktionen des HPLC-Laufes wurden in den
sechs Pools RL02/160-P1 bis -P6 zusammengefaßt.
Zur strukturellen Ermittlung der Gangliosidzusammensetzung der Pools wur-
den 1%-Aliquots du¨nnschichtchromatographisch getrennt, mit Orcin gefa¨rbt und
0,2%-Aliquots mit dem Immun-Overlay Verfahren untersucht. Die sLex-Gangliosi-
de in den Pools wurden dazu mit der E-Selektin-IgG Chima¨re und Ganglioside
mit terminalen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc- und Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-
Epitopen (letztere sind E-Selektin negative Ganglioside) mit den entsprechenden
spezifischen Antiko¨rpern in den sechs getrennten Pools detektiert. Abbildung 3.28
zeigt die HPTL-Chromatogramme der Assays.
In Abbildung 3.28 A ist zu sehen, daß zuerst die Ganglioside mit C16-Fettsa¨u-
ren von der Umkehrphasen-Sa¨ule eluieren (RL02/160-P1 (b), -P2 (c) und -P3
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Abbildung 3.28: Immun-Overlay Detektion der Fraktionen RL02/160-P1 bis P6 aus der
Umkehrphasen-HPLC von JM07/7-3S. Die Du¨nnschichtchromatographien wurden in Laufmittel
LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt (siehe Tabelle 2.9).
A: Orcinfa¨rbung, B: Immun-Overlay Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re (JM08/35-2), C: Immun-
Overlay Test mit dem Anti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper (JM06/280-4), D: Immun-
Overlay Test mit dem Anti-Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper (JM06/280-5). a, h: 1,06µg
JM07/7-3S, b: P1, c: P2, d: P3, e: P4, f: P5, g: P6. Von den HPLC-Pools (RL02/160-P1 bis -P6)
wurden fu¨r b bis g 1%-Aliquots (10µL, in A, Orcin-Fa¨rbung) und 0,2%-Aliquots (2µL, in B, C und
D, Immun-Overlay Tests) aufgetragen. Doppelbanden mit identischen Oligosaccharid-Anteilen der
Ganglioside sind mit den Zahlen (1) bis (4) gekennzeichnet. Die Identifizierung der sLex-positiven
Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter
durch Massenspektrometrie besta¨tigt (Tabelle 3.18).
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(d)). Sie ließen sich durch ihr Laufverhalten zuordnen. Die Ganglioside mit C18-
bis C22-Fettsa¨uren wurden in Pool RL02/160-P4 (e) und Ganglioside mit C24-
Fettsa¨uren in den Pools RL02/160-P5 (f) und -P6 (g) eluiert (siehe auch Ab-
schnitt 3.5.4.2 mit Abbildung 3.15 auf Seite 114).
Die Detektion der sLex-Ganglioside durch die E-Selektin-IgG Chima¨re (Abbil-
dung 3.28 B) zeigt, daß analog zu A zuerst sLex-Ganglioside mit C16-Fettsa¨u-
ren eluierten. In den Pools RL02/160-P1 (Bb), -P2 (Bc) und -P3 (Bd) ko¨nnen
den Banden die Ganglioside VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-
nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) zugeordnet werden. In Pool P4 (Be)
wurden sLex-Ganglioside mit den Fettsa¨urekettenla¨ngen C18 bis C22 eluiert und
in den Pools P5 (Bf) und P6 (Bg) die sLex-Ganglioside VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-
nLc8 (2), X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 (3) und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 (4) mit
C24-Fettsa¨uren. Mit Hilfe der Massenspektrometrie-Messungen, die spa¨ter mit
gereinigten Einzelfraktionen durchgefu¨hrt wurden (Abschnitt 3.8), konnten ne-
ben den einfach-fukosylierten z.B. auch noch die zweifach-fukosylierten Gangliosi-
de VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,III3Fuc-nLc8 (C24), VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,V3Fuc-nLc8
(C16) und X3Neu5Ac,IX3Fuc,VII3Fuc-nLc10 (C24) detektiert werden.
Betrachtet man die mit VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (2) gekennzeichnete Dop-
pelbande (z.B. in Bh), so chromatographiert in der oberen Bande das Gan-
gliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C24). Die unter Bande setzt sich zusammen
aus den einfach-fukosylierten Gangliosiden VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C16) und
VIII3Neu5Ac, VII3Fuc,III3Fuc-nLc8 (C24). Darunter chromatographiert das Gan-
gliosid zweifach -fukosylierte VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,V3Fuc-nLc8 (C16).
In dem Pool der Ganglioside mit C16-Fettsa¨uren (RL02/160-P2, Abbildung 3.28
Bc) erkennt man im Immun-Overlay Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re deut-
lich eine Bande im Bereich der mit (2) bezeichneten Gangliosids VIII3Neu5Ac,-
VII3Fuc-nLc8. Diese Bande stellt das einfach-fukosylierte Gangliosid VIII3Neu-
5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C16) und die untere, außerhalb des mit (2) bezeichneten
Bereichs, das zweifach-fukosylierte Gangliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,V3Fuc-nLc8
(C16) dar.
Korrespondierend dazu kann in dem Pool der Ganglioside mit C24-Fettsa¨ur-
en (RL02/160-P5, Abbildung 3.28 Bf) die Zusammensetzung der Doppelban-
de (2) erkla¨rt werden: die obere repra¨sentiert das einfach-fukosylierte Gangliosid
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C24) und die untere das zweifach-fukosylierte Gan-
gliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,III3Fuc-nLc8 (C24).
Die in den einzelnen HPLC-getrennten Pools detektierbaren Doppelbanden der
sLex-Ganglioside, die in dem Immun-Overlay mit der E-Selektin IgG Chima¨re
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lokalisiert wurden, repra¨sentieren demnach in der oberen Bande die einfach-
fukosylierten und in der unteren Bande die zweifach-fukosylierten Strukturen.
In Abbildung 3.28 C ist die Detektion von Gangliosiden mit endsta¨ndiger Neu5Ac-
α2-3Galβ1-4GlcNAc-Sequenz dargestellt. Durch den hochspezifischen Anti-Neu-
5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R Antiko¨rper werden keine subterminal fukosylierten
Ganglioside, d.h. sLex-Ganglioside detektiert. Analog zum Abbildungsteil A wur-
de auch hier die HPLC-Trennung der Ganglioside nach ihren Fettsa¨uren sichtbar.
Nicht-fukosylierte Ganglioside mit C16-Fettsa¨uren wurden in den Pools RL02/160-
P1 (Cb), -P2 (Cc) und -P3 (Cd) eluiert. Den Banden ko¨nnen die Ganglioside
IV3Neu5Ac-nLc4 (Cc und Cd), VI3Neu5Ac-nLc6 (Cc und Cd) sowie VIII3Neu-
5Ac-nLc8 (Cb, Cc und Cd) zugeordnet werden. In Pool RL02/160-P4 (Ce)
eluierten Ganglioside mit C18- bis C22-Fettsa¨uren (IV3Neu5Ac-nLc4 und VI3Neu-
5Ac-nLc6). Die beiden Pools RL02/160-P5 (Cf) und -P6 (Cg) zeigen Fa¨rbungen
bei den positiven Banden der C24-Fettsa¨ure-haltigen Ganglioside IV3Neu5Ac-
nLc4, VI3Neu5Ac-nLc6 und VIII3Neu5Ac-nLc8.
Abbildung 3.28 D zeigt die Detektion von Gangliosiden mit endsta¨ndigen Neu5Ac-
α2-6Galβ1-4GlcNAc-Sequenzen. Die C16-Fettsa¨ure-haltigen Ganglioside der
Pools RL02/160-P2 (Dc) und -P3 (Dd) zeigen jeweils eine Bande, der das Gan-
gliosid VI6Neu5Ac-nLc6 zugeordent werden kann. Das Gangliosid VI6Neu5Ac-
nLc6 mit C24-Fettsa¨ure wurde in den Pools RL02/160-P5 (Df) und -P6 (Dg)
als stark gefa¨rbte Bande detektiert.
Aus dem Vergleich der Immun-Overlay Assays (Abbbildung 3.28 B, C und D)
konnte noch einmal besta¨tigt werden, daß die Gangliosid-Epitope mit E-Selektin-
IgG-Bindungsfa¨higkeit keine endsta¨ndigen α2-6-gebundenen Sialinsa¨ure tragen.
Dies wird besonders im Vergleich der Immun-Overlay Tests von Pool RL02/160-
P1 (Bb und Db) deutlich. Im unteren Bereich des Chromatogramms sind mit
der E-Selektin-IgG Chima¨re stark gefa¨rbte Banden zu sehen (Bb), wohingegen
mit dem Antiserum gegen Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-R (Db) in dem gesamten
Pool keine Fa¨rbung detektierbar ist.
Zur weiteren Aufreinigung von sLex-Gangliosiden mittels pra¨parativer HPTLC
wurden die beiden Pools RL02/160-P2 und RL02/160-P5 ausgewa¨hlt, da sie je-
weils hauptsa¨chlich sLex-Ganglioside mit C16- und C24-Fettsa¨uren enthalten
und in ihnen die fu¨r die vorgesehenen nanoESI-QTOF Massenspektrometrie-
Messungen eventuell sto¨renden
”
Nicht-sLex-Ganglioside“ nur in relativ geringen
Konzentrationen vorkommen.
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Tabelle 3.11: Ausgangsmengen in den mittels Umkehrphasen-HPLC gewonnenen
Gangliosid-Pools RL02/160-P2 und RL02/160-P5 und Angaben zur Vorgehensweise
fu¨r die pra¨parative HPTLC (vergleiche Tabelle 3.10).
Fettsa¨ure Volumen HPTLC Gesamt-
HPLC-Pool
(im Ceramid) [µL pro Platte] Platten menge [mg]
RL02/160-P2
(↪→RL02/178-Serie)
C16 150 10 1,5
RL02/160-P5
(↪→RL02/184-Serie)
C24 157 6 0,95
3.7.2 Pra¨parative HPTLC von Gangliosiden und ihre Aufrei-
nigung durch LC mit DEAE und SepPakC18
Ausgehend von der Umkehrphasen-HPLC der Gangliosid-Fraktion JM07/7-3S
(siehe Abschnitt 2.3.3.1) wurden die beiden Pools der Ganglioside mit C16-Fett-
sa¨uren (RL02/160-P2) und C24-Fettsa¨uren (RL02/160-P5) mit den in Tabel-
le 3.11 angegebenen Mengen fu¨r die pra¨parative HPTLC eingesetzt (Abschnitt
2.4.6).
Die beiden HGG-Pools RL02/160-P2 und RL02/160-P5 wurden jeweils auf eine
Gangliosid-Konzentration von 1µg/µL in Methanol eingestellt (Bestimmung gra-
vimetrisch und durch Vergleich densitometrisch quantifizierter Gangliosid-Stan-
dards).
Fu¨r die pra¨parative Trennung und anschließende Isolierung wurden auf zehn
HPTLC-Platten je 150µL des Pool RL02/160-P2 in 8 cm breiten Banden ap-
pliziert. Die Ausgangsmenge des eingesetzten Pools betrug somit 1,5mg.
Der zweite Ansatz RL02/160-P5 wurde auf sechs HPTLC-Platten mit Volumina
von jeweils 157µL appliziert. Die Bandenbreite betrug ebenfalls 8 cm. Von diesem
Gangliosid-Pool wurden folglich insgesamt 0,94mg eingesetzt.
Die Trennungen wurden in LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt, die Chromato-
gramme anschließend im O¨lpumpenvakuum vom Laufmittel befreit und die Gan-
glioside danach mit dem Fluorochrom NBD detektiert (siehe Abschnitt 2.4.3.4).
Nach Bespru¨hung der Platte mit NBD-Lo¨sung wurden die Ganglioside unter
UV-Licht detektiert und mit einem Skalpell markiert (siehe Abschnitt 2.4.6.1).
Pro Ansatz wurden je zehn Einzelbanden markiert. C16-Fettsa¨uren-haltige Gan-
gliosde aus RL02/160-P2 erhielten die Laborjournal-Bezeichnungen RL02/178-1
bis -10 und die Ganglioside mit C24-Fettsa¨uren aus RL02/160-P5 die Bezeich-
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nungen RL02/184-1 bis -10. Das Kieselgel wurde aus den markierten Bereichen
abgekratzt, fu¨r jede Einzelfraktion gewogen und die Ganglioside mit C/M/W
(30/60/8) extrahiert (siehe Tabelle 3.12).
Nach Aufreinigung der Einzelfraktionen der Gangliosidproben durch DEAE-Chro-
matographie (siehe Abschnitt 2.3.2.2) und RP18-Chromatographie (2.3.3.2) wur-
den die erhaltenen Eluate in Pyrexro¨hrchen unter Stickstoffstrom bis zur Trockne
eingeengt und dann in Methanol aufgenommen. Dabei wurden die Einzelfraktio-
nen RL02/178-1 bis -10 in je 1mL und RL02/184-1 bis -10 in je 0,5mL resuspen-
diert (siehe Tabelle 3.12).
Die Abbildungen 3.29 und 3.30 zeigen in A jeweils die Orcin-gefa¨rbten Chromato-
gramme der durch pra¨parative HPTLC erhaltenen Einzelfraktionen RL02/178-1
bis -10 und RL02/184-1 bis -10. Bei beiden Abbildungen wird deutlich, daß es sich
bei den erhaltenen Einzelfraktionen nicht in allen Fa¨llen um wirkliche Einzelgan-
glioside handelt. Insbesondere Ganglioside mit nLc4- (Abbildung 3.29, Spur 2 und
Abbildung 3.30, Spur 1) und nLc10- und nLc12- Oligosaccharid-Ketten (Spuren 9
und 10 in den Abbildungen 3.29 und 3.30) konnten mittels pra¨parativer HPTLC
nicht als Einzel-Ganglioside gewonnen werden. Durch densitometrische Quanti-
fizierung erha¨lt man die in den Tabellen 3.13 und 3.14 wiedergegebenen Inten-
sita¨ten der Banden fu¨r die Ganglioside mit sLex-, Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-
und VIM-2-Epitopen in den einzelnen Fraktionen.
Das gleichzeitige Vorliegen von Gangliosiden mit sLex- und VIM-2-Epitopen so-
wie von nicht-fukosylierten Gangliosiden behindert die direkte Zuordnung der
Banden. Ein weiterer, erschwerender Punkt fu¨r die Zuordnung der Banden ist
das Auftreten von zweifach- und dreifach-fukosylierten Gangliosiden im unteren
Bereich der Chromatogramme.
3.7.2.1 Serie RL02/178
Aus der Orcinfa¨rbung in Abbildung 3.29 und den Daten der Immun-Overlay-
Fa¨rbung der Tabelle 3.13 kann eine strukturelle Charakterisierung der Gangliosid-
Einzelfraktionen mit C16-Fettsa¨uren RL02/178-1 bis -10 vorgenommen werden.
Beispielhaft fu¨r die Auswertung dieser Daten sind drei unterschiedliche Einzel-
fraktionen der Serie RL02/178 herausgegriffen.
Fraktion mit nur einem Gangliosid
Aus Abbildung 3.29 Spur (8) geht hervor, daß RL02/178-8 aus nur einem Gan-
gliosid besteht, da eine Bande mit Orcin detektiert wurde. Diese Bande chro-
matographiert in dem Bereich der Ganglioside mit nLc10-Oligosaccharid Grund-
struktur (vgl. JM07/7-3S-Standard in b). Fu¨r diese Bande ist der Tabelle 3.13
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Tabelle 3.12: Bezeichnungen und Ausbeuten der Gangliosid-Einzelfraktionen aus der
pra¨parativen HPTLC der HGG-Fraktionen RL02/160-P2 und RL02/160-P5 (verglei-
che Tabelle 3.11).
Fett- Kieselgel- Extraktions- Menge nach Auf-
sa¨ure
Einzelfraktion
Gewicht [mg] volumen [mL] reinigunga [mg]
C16 RL02/178-b in je 1mL M
1 276,9 30 0,21
2 176,0 18 0,23
3 201,8 20 0,26
4 170,8 18 0,10
5 164,4 18 0,20
6 131,1 14 0,05
7 162,1 18 0,10
8 139,6 14 0,10
9 143,1 14 0,10
10 325,9 30 0,10
1,35mg
(90% Ausbeute)
C24 RL02/184-c in je 0,5mL M
1 121,6 12 0,10
2 102,5 10 0,10
3 108,9 10 0,10
4 125,0 12,5 0,04
5 110,1 11 0,03
6 113,9 11 0,01
7 140,8 14 0,01
8 106,1 11 0,15
9 98,1 10 0,15
10 158,5 16 0,01
0,82mg
(87% Ausbeute)
ajede Fraktion wurde nach Aufreinigung der Ganglioside in einem Stickstoffstrom bei 37◦C
bis zur Trockne eingeengt und dann in dem angegebenen Volumen Methanol aufgenommen.
Die Bestimmung der Mengen erfolge durch Differenzmessung und durch densitometrische
Auswertung der HPTL-Chromatogramme mit anschließendem Vergleich mit Orcin gefa¨rbten
Banden eines Gangliosid-Standards. Sie sind jedoch nur als Na¨herungswerte zu betrachten.
bAusgangsmaterial RL02/160-P2 (siehe Spur Ac in Abbildung 3.28), cAusgangsmaterial
RL02/160-P5 (siehe Spur Af in Abbildung 3.28)
149
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
zu entnehmen, daß die Fraktion im Immun-Overlay Assay mit der E-Selektin-
IgG Chima¨re und dem mAk CSLEX1 negativ ist. Die Detektion mit dem Anti-
Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper ist positiv. Das liefert den Hinweis auf
eine α2-3-verknu¨pfte Neu5Ac-Gruppe und schließt gleichzeitig eine subtermina-
le Fukosylierung des Moleku¨ls aus. Es wurde ebenfalls eine Fa¨rbung mit dem
CDw65 Antiko¨rper erzielt. Daraus kann gefolgert werden, daß eine Fukosylierung
in VIM-2-Position vorliegt. Aus diesen Ergebnissen kann die Struktur X3Neu5Ac,
VII3Fuc-nLc10 mit C16-Fettsa¨ure als Bestandteil der Gangliosidbande abgeleitet
werden.
Fraktion mit zwei Gangliosiden
Abbildung 3.29 zeigt in Spur 4 fu¨r die Fraktion RL02/178-4 lediglich eine Bande.
Demnach ko¨nnte diese Fraktion ebenfalls aus nur einem Gangliosid bestehen. Die
Bande chromatographiert auf der Ho¨he der Ganglioside mit nLc6-Oligosaccharid-
Grundstruktur. Aus den Auswertungen der Immun-Overlay Assays in Tabelle
3.13 sieht man, daß der Test mit der E-Selektin-IgG Chima¨re schwach positiv
war. Daraus kann das Vorliegen eines sLex-Gangliosids abgeleitet werden. Daß
der Immun-Overlay mit dem mAk CSLEX1 negativ war, zeigt, daß es sich hier
um eine geringe Konzentration eines sLex-Gangliosides handeln muß, da der An-
tiko¨rper nicht so empfindlich ist wie die E-Selektin-IgG Chima¨re. Da keine posi-
tive Detektion mit dem CDw65-Antiko¨rper vorliegt, kann eine VIM-2 Struktur in
dieser Fraktion ausgeschlossen werden. Der Immun-Overlay Test mit dem Anti-
Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper war positiv. Da dieser Antiko¨rper aber
keine subterminal fukosylierten Strukturen wie z.B. das sLex-Epitop erkennt,
kann daraus gefolgert werden, daß neben einem sLex-Gangliosid noch minde-
stens ein weiteres Gangliosid vorhanden sein muß, das weder die sLex-Struktur
noch die VIM-2-Struktur besitzt.
Fraktion mit mehreren Gangliosiden
In Spur 9 der Abbildung 3.29 erkennt man schon anhand der Orcin-Fa¨rbung,
daß hier (RL02/178-9) mehrere Ganglioside nebeneinander vorliegen. Sie chro-
matographieren auf der Ho¨he von Gangliosiden mit nLc10-Oligosaccharid-Grund-
struktur. Aus den Immun-Overlay Assays wird deutlich, daß Ganglioside mit
α2-3-verknu¨pften Sianlinsa¨uren vorliegen. Außerdem konnten sowohl Ganglio-
side mit sLex- als auch mit VIM-2-Epitopen detektiert werden. Dies la¨ßt auf
das gleichzeitige Vorhandensein der Ganglioside X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 und
X3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc10 schließen. Ob sich noch weitere Ganglioside in dieser
Mischung befinden, kann mit den immunologischen Untersuchungen allein nicht
gezeigt werden.
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ia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 b
VIIINeu5Ac,VII Fuc-nLc8
3 3
VI Neu5Ac,V Fuc-nLc6
3 3
X Neu5Ac,IX Fuc-nLc10
3 3
XII Neu5Ac,XI Fuc-nLc12
3 3
C16-Einzelfraktionen (RL02/178)
Abbildung 3.29: Orcin-gefa¨rbte Einzelfraktionen nach pra¨parativer HPTLC von
RL02/160-P2 (Ganglioside mit C16-Fettsa¨uren).
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in Laufmittel LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle
2.9).
a: 0,2%-Aliquot RL02/160-P2, b: 0,530µg JM07/7-3S.
1 bis 10: Einzelfraktionen der Serie RL02/178-1 bis -10 mit folgenden Mengen:
RL02/178- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Orcin-Fa¨rbung:
% der Gesamtmenge 30 30 3 4 2 4 8 6 30 30
Immun-Overlay:
% der Gesamtmenge 0,6 1,04 0,06 0,07 0,05 0,09 0,14 0,17 1,6 1,4
Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie besta¨tigt (Tabelle
3.18).
Tabelle 3.13: Immun-Overlay Detektion von Gangliosiden in den Einzelfraktionen
RL02/178-1 bis -10 nach pra¨parativer HPTLC von RL02/160-P2 (Ganglioside mit
16-Fettsa¨uren, vgl. Abbildung 3.29, oben).
C16-Einzelfraktionen
↪→ RL02/178- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
↓Immun-Overlay
JM08/35-2a − − − × − ××× ×× − ××× ×××
CSLEX1b − − − − − ××× × − ××× ×××
JM06/280-4c − × ××× × ×× × − × × ×
CDw65d − − − − − − − × ×× ×××
aE-Selektin-IgG Chima¨re, bmonoklonaler Antiko¨rper CSLEX1,
cAnti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiserum, dAnti-VIM-2 Antiko¨rper.
Bandenfa¨rbung: –=nicht vorhanden, ×=schwach, ××: moderat, ×××: stark.
151
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
ia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 b
VIIINeu5Ac,VII Fuc-nLc8
3 3
VI Neu5Ac,V Fuc-nLc6
3 3
X Neu5Ac,IX Fuc-nLc10
3 3
XII Neu5Ac,XI Fuc-nLc12
3 3
C24-Einzelfraktionen (RL02/184)
Abbildung 3.30: Orcin-gefa¨rbte Einzelfraktionen nach pra¨parativer HPTLC von
RL02/160-P5 (Ganglioside mit C24-Fettsa¨uren).
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in Laufmittel LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle
2.9).
a: 0,2%-Aliquot RL02/160-P5, b: 0,530µg JM07/7-3S.
1 bis 10: Einzelfraktionen der Serie RL02/184-1 bis -10 mit folgenden Mengen:
RL02/184- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Orcin-Fa¨rbung:
% der Gesamtmenge 20 4 6 4 4 8 6 4 12 12
Immun-Overlay:
% der Gesamtmenge 0,4 0,12 0,12 0,08 0,09 0,24 0,13 0,05 0,23 0,34
Die Identifizierung der sLex-positiven Doppelbanden war zu diesem Zeitpunkt tentativ. Die
”
identifizierten“ Strukturen wurden spa¨ter durch Massenspektrometrie besta¨tigt (Tabelle
3.18).
Tabelle 3.14: Immun-Overlay Detektion von Gangliosiden in den Einzelfraktionen
RL02/184-1 bis -10 nach pra¨parativer HPTLC von RL02/160-P5 (Ganglioside mit
24-Fettsa¨uren, vgl. Abbildung 3.30, oben).
C24-Einzelfraktion
↪→RL02/184- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
↓ Immun-Overlay
JM08/35-2a − − × − ××× ××× − ×× ××× ××
CSLEX1b − − − − ××× ××× − ×× ××× ××
JM06/280-4c − ××× × × × − × − − ××
CDw65d − − − − − − × ××× − ×××
aE-Selektin-IgG Chima¨re, bmonoklonaler Antiko¨rper CSLEX1,
cAnti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-Antiserum, dAnti-VIM-2 Antiko¨rper.
Bandenfa¨rbung: –=nicht vorhanden, ×=schwach, ××: moderat, ×××: stark.
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3.7.2.2 Serie RL02/184
Die Ergebnisse aus den Orcin-gefa¨rbten Einzelfraktionen der Ganglioside in RL02/-
184-1 bis -10 in Abbildung 3.30 ermo¨glichen es zusammen mit den Daten der
Immun-Overlay Assays in Tabelle 3.14 eine erste strukturelle Aussagen zu ma-
chen. Als Beispiel fu¨r die Serie RL02/184 werden im folgenden drei Fraktionen
unterschiedlicher Zusammensetzung beschrieben.
Fraktion mit nur einem Gangliosid
In Abbildung 3.29 Spur 4 ist in der Fraktion RL02/184-4 nur eine Bande zu sehen.
Die Orcin-Fa¨rbung gibt den Hinweis auf ein Gangliosid mit nLc8-Oligosaccharid-
Grundstruktur. Der Immun-Overlay Assays (vgl. Tabelle 3.14) ergab, daß nur
mit dem Antiko¨rper gegen Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R eine positive Fa¨rbung
detektiert wurde. Das Vorhandensein von Gangliosiden mit sLex- und VIM-2-
Struktur ist auszuschließen, da Antiko¨rper gegen diese Epitope keine Fa¨rbung
zeigten. Das vermutete Gangliosid ist demnach VIII3Neu5Ac-nLc8.
Fraktion mit zwei Gangliosiden
Die Immun-Overlay Daten aus Tabelle 3.14 und die Orcin-Fa¨rbung in Abbil-
dung 3.30 Spur 5 fu¨hren zu strukturellen Daten der Ganglioside in Fraktion
RL02/184-5. Die Orcin-gefa¨rbte Bande in der Abbildung deutet auf das allei-
nige Vorhandensein eines Gangliosides hin, das auf der Ho¨he von Gangliosiden
mit nLc-8-Oligosaccharid-Grundgeru¨st chromatographiert. Die Immun-Overlay
Tests mit der E-Selektin-IgG Chima¨re und dem CSLEX1 mAk waren positiv und
implizieren ein sLex-Gangliosid. Der CDw65 Antiko¨rper zeigte keine Bindung,
so daß eine VIM-2-Struktur ausgeschlossen werden kann. Der Immun-Overlay
Assay mit dem Anti-Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc-R Antiko¨rper ergab eine po-
sitive Reaktion. Da der Antiko¨rper keine subterminal fukosylierten Ganglioside
erkennt, kann durch ihn nicht ein sLex-Gangliosid detektiert worden sein. Es
muß noch ein weiteres Gangliosid vorliegen, das keine subterminale Fukosylie-
rung besitzt. Als Schlußfolgerung aus den Beobachtungen ko¨nnen die Gangliosi-
de VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 und VIII3Neu5Ac-nLc8 als Komponenten dieser
Fraktion angenommen werden.
Fraktion RL02/184-8 wurde im Orcin-gefa¨rbten Chromatogramm eine Haupt-
bande detektiert (siehe Abbildung 3.30 8). Die Bande chromatographierte auf
der Ho¨he von Gangliosiden mit der nLc10-Oligosaccharid-Grundstruktur. Die
Immun-Overlay Assays mit der E-Selektin-IgG Chima¨re, dem CSLEX1 mAk
und dem CDw65-Antiko¨rper zeigten eine positive Fa¨rbung von Gangliosiden an,
die sLex- und VIM-2-Struktur besitzen mu¨ssen. Lediglich der Anti-Neu5Acα2-
3Galβ1-4GlcNAc-Antiko¨rper zeigte keine Bindung. Dieser schließt die Anwesen-
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heit von nicht-fukosylierten, α2-3-sialylierten Ganglioside aus.Bei den aus diesen
Ergebnissen resultierenden Gangliosiden der Fraktion RL02/184-8 ko¨nnte es sich
um die Ganglioside X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 und das zweifach-fukosylierte Gan-
gliosid X3Neu5Ac,IX3Fuc,VII3Fuc-nLc10 handeln.
3.8 Massenspektrometrie der Ganglioside aus den
Serien RL02/178 und RL02/184
Die durch pra¨parative Du¨nnschichtchromatographie erhaltenen Einzelfraktionen
der Gangliosid-Pools RL02/160-P2 mit C16-Fettsa¨uren und RL02/160-P5 mit
C24-Fettsa¨uren, wurden strukturell durch nano ESI-QTOF-Massenspektrometrie
und CID-Analyse charakterisiert (siehe Abschnitt 2.4.7).
In den Tabelle 3.15 (Fraktionen der Serie RL02/178) und 3.16 (Fraktionen der
Serie RL02/184) sind die fu¨r die Ganglioside in den Einzelfraktionen ermittel-
ten Masse/Ladungs-Verha¨ltnisse (m/z) aufgelistet. Die Fragmentionen der nicht-
fukosylierten Ganglioside sind in der Publikation von Metelmann et al. (2000)
genauer beschrieben. Aus jeder Serie der Einzelfraktionen (RL02/178 mit C16-
und RL02/184 mit C24-Fettsa¨uren) sind im folgenden jeweils ein Massenspektrum
und ein CID-Fragmentierungsschema mit einem Strukturvorschlag dargestellt.
Fu¨r die Ganglioside der Einzelfraktionen in der Serie RL02/178 sind die Infor-
mationen aus den nanoESI-QTOF-Massenspektren sowie aus den CID Fragmen-
tierungsspektren in der Tabelle 3.15 zusammengestellt. Aus der Serie wurde die
Fraktion RL02/178-1 nicht vermessen, da sie schon im Orcin-gefa¨rbten HPTL-
Chromatogramm kaum angefa¨rbt wurde (vgl. Abbildung 3.29 1) und davon aus-
gegangen werden kann, daß sie stark mit Substanzen verunreinigt ist, die sich
nicht mit Orcin anfa¨rben lassen. Die Einzelfraktion RL02/178-10 wurde mit die-
ser Methode nicht vermessen, da sich Ganglioside mit hoher Molekularmasse in
ihr befinden. Diese konnten mit den zur Verfu¨gung gestellten Gera¨ten nicht de-
tektiert werden.
Das nicht-fukosylierte VINeu5Ac-nLc6 aus Fraktion RL02/178-4 (Tabelle 3.15)
wurde mit der Methode der CID Massenspektrometrie vermessen. In der rechten
Spalte der Tabelle sind die daraus resultierenden detektierten Masse/Ladungs-
Verha¨ltnisse aufgelistet mit den Bezeichnungen entsprechend der Y/B-Nomen-
klatur. Es konnten eine Vielzahl an Ionen-Peaks detektiert werden, die aus den
Fragmenten durch Abspaltung glykosidischer und glukosidischer Bindungen her-
ru¨hrten.
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Die Fragmentionen vom nicht-reduzierenden Ende des Gangliosides (B-Ionen)
werden dabei nach Anzahl ihrer Hexoseeinheiten mit aufsteigenden Zahlen nu-
meriert. Es wurden folgende B-Ionen gefunden: B1, B3 und B5 mit den Massen
290,1, 655,3 und 1020,5. Durch Abspaltung von Wasser (H2O, -18) werden C-
Ionen generiert, von denen die beiden Ionen C2 und C4 mit den Massen 470,2 und
835,4 detektiert wurden. Korrespondierend zu den B-Ionen werden die Y-Ionen
vom reduzierenden Ende des Gangliosides aus bezeichnet. Es wurden die Ionen
Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 und Y6 detektiert. Die entsprechenden Massen sind 698,6,
860,7, 1063,8, 1225,9, 1429 und 1591,1. Durch Abspaltung von Wasser erha¨lt man
auch hier die Ionen mit einer Masse minus 18, die als Z-Ionen bezeichnet werden.
Die Ionen Z3 und Z5 mit den Massen 1045,8 und 1411 wurden in der Fraktion
RL02/178-4 detektiert. Die beobachteten Daten ergeben zusammengestellt die
Information, daß es sich um ein Gangliosid aus einem Ceramidanteil mit C(16:0)-
Fettsa¨ure handelt. Ausserdem tra¨gt keines der Fragmente einen Substituenten.
Daraus kann eine lineare Struktur abgeleitet werden. Durch den Moleku¨l-Peak
bei einer Masse von 1882,07 kann das Gangliosid als VINeu5Ac-nLc6 charakteri-
siert werden.
Als Beispiel eines nanoESI-QTOF Massenspektrums und eines CID-Fragment-
spektrums fu¨r ein Gangliosid der RL02/178-Serie sind in Abbildung 3.31 A und B
die Spektren der Fraktion RL02/178-8 gezeigt. Aus den Immun-Overlay Assays
dieser Fraktion ergab sich die tentative Struktur zu X3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc10
(siehe Abbildung 3.29 in Kombination mit den Daten aus Tabelle 3.13). Das
reine Massenspektrum in A zeigt das Moleku¨lion bei einem Masse/Ladungs-
Verha¨ltnis von m/z=2760,6. Die weiteren Peaks des Spektrums sind in source-
Fragmente, die nicht dem Moleku¨l zugeordnet werden ko¨nnen, da sie durch nicht-
kontrollierte Zusammensto¨ße aller vorhandenen Probenmoleku¨le bedingt sind.
Das Massenspektrum der kontrollierten Fragmentierung von nur einem Moleku¨li-
on durch die CID-Methode ist in Abbildungsteil B dargestellt. Die detektierten
Ionen-Peaks wurden den Fragmentmassen zugeordnet und sind mit der Y/B-
Nomenklatur bezeichnet. Die Detektion der Y- und Z-Ionen mit jeweils einem
Fukose-Substituenten (siehe auch Tabelle 3.15) nach der sechsten Hexose vom
reduzierenden Ende des Gangliosides her gesehen, gibt den eindeutigen Hinweis
auf eine Fukosylierung an der siebten Hexose im Gangliosid. In Kombination mit
den Immun-Overlay-Daten, daß es sich um ein Gangliosid mit VIM-2-Epitop und
α2-3-Sialylierung handelt, hat sich der Strukturvorschlag in Abbildung 3.31 C
ergeben zu X3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc10.
In Abbildung 3.32 ist in A das nanoESI-QTOF Massenspektrum der Fraktio-
nen RL01/184-5 als Beispiel fu¨r die RL02/184-Serie mit C24-Fettsa¨uren darge-
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Tabelle 3.15: Moleku¨l- und Fragmentionen sowie zugeordnete Strukturen der in den
Einzelfraktionen RL02/178-2 bis -9 mittels nano ESI-QTOF- und CID- Massenspek-
trometrie ermittelten Ganglioside. Die Ganglioside sind monosialyliert und bestehen
im Ceramidteil aus Sphingosin d[18:1) und C(16:0)-Fettsa¨ure.
RL02/178- [M–H]−a Strukturb Fragmentionen und Zuordnungc
2 1516,98 IVNeu5Ac-nLc4
3 1882,07 VINeu5Ac-nLc6
4 1882,07d VINeu5Ac-nLc6 (290,1)B1, (470,2)C2, (655)B3,
(835,4)C4, (1020,5)B5, (536,6)Y0,
(698,6)Y1, (860,8)Y2, (1063,9)Y3,
(1046)Z3, (1225,9)Y4, (1429)Y5,
(1411)Z5, (1591,2)Y6.
2029,17 VINeu5Ac,Fuc-nLc6
5 2247,9 VIIINeu5Ac-nLc8
6 1882,1 VINeu5Ac-nLc6
2247,3 VIIINeu5Ac-nLc8
2393,4d VIIINeu5Ac,Fuc-nLc8 B1, Y1, Y2, Y3, Z3, Y4,
(1411,0)Z5, Y6, (2103,8)Y8+1Fuc.
7 2247,5 VIIINeu5Ac-nLc8
2393,7d VIIINeu5Ac,Fuc-nLc8 B1, B3, (1167,1)B5+1Fuc, Y0,
Y1, Y2, Y3, Y4, Y6.
2541,9 VIIINeu5Ac,Fuc2-nLc8
2612,2 XNeu5Ac-nLc10
8 2760,6d XNeu5Ac,Fuc-nLc10 B3, Y0, Y1, Y2, Y3, Y4, Y6,
(1940)Y7+1Fuc, Y8+1Fuc,
(2305,9)Y9+1Fuc, (2305,9)Z9+1Fuc,
(2468,3)Y10+1Fuc.
9 2760,6 XNeu5Ac,Fuc-nLc10
2907,1 XNeu5Ac,Fuc2-nLc10
aMoleku¨lionen Masse/Ladungs-Verha¨ltnis [m/z],
bohne Angaben des Sialylierungstyps und der Fukosepositionen,
cdie Zuordnung wurde mit der Y/B-Nomenklatur getroffen und Fragmentionen [m/z] mit
einem oder mehreren Fukoseresten durch den Zusatz +Fuc gekennzeichnet,
dFragmentierungsspektrum mittels CID erstellt.
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Abbildung 3.31: Negativionen-Modus Massenspektren des Gangliosides der Fraktion
RL02/178-8, das mittels pra¨parativer HPTLC gewonnen wurde (vgl. Tabelle 3.13 und 3.15
sowie Abbildung 3.29).
A: Nano ESI QTOF Massenspektrum mit dem Moleku¨lion sowie in source-Fragmenten,
B: CID-Fragmentierungsspektrum des detektierten Quasimoleku¨lions mit dem
Masse/Ladungs-Verha¨ltnis 2760,6,
C: Fragmentierungsschema und Strukturvorschlag fu¨r das Gangliosid X3Neu5Ac,VII3Fuc-
nLc10Cer (d18:1/16:0).
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Tabelle 3.16: Moleku¨l- und Fragmentionen sowie zugeordnete Strukturen der in den Ein-
zelfraktionen RL02/184-2 bis -10 mittels nano ESI-QTOF- und CID- Massenspektrometrie
ermittelten Ganglioside. Die Ganglioside sind monosialyliert und bestehen im Ceramidteil
aus Sphingosin d(18:1) und C(24:1)-Fettsa¨ure.
RL02/ [M–H]−a Strukturb Fragmentionen und Zuordnungc
184-2 1992,3 VINeu5Ac-nLc6
3 1992,3d,e VINeu5Ac-nLc6 (470,2)C2, (1020,5)B5, (646,8)Y0,
(808,8)Y1, (970,9)Y2, (1174,0)Y3,
(1337,2)Y4, (1521,2)Z5, (1701,5)Y6.
2139,4d,e VINeu5Ac,Fuc-nLc6 (290,1)B1, (655,3)B3, Y0,Y1,
(790,9)Z1, Y2, Y3, Y4, (1665,8)
Y5+1Fuc, (1847,9)Y6+1Fuc.
4 2357,4 VIIINeu5Ac-nLc8
5 1992,3 VINeu5Ac-nLc6
2357,8 VIIINeu5Ac-nLc8
2503,8d VIIINeu5Ac,Fuc-nLc8 B1, Y0, Y1, Z1, Y2, Y3, Y4, Y5, Y6,
(2051)Y7+1Fuc+, (2033)Z7+1Fuc,
(2213,1)Y8+1Fuc.
6 2503,8 VIIINeu5Ac,Fuc-nLc8
2649,5d XNeu5Ac,Fuc2-nLc8 B1, Y0, Y1, Z1, Y2, Y3, Z3,
(1685,8)Y5+1Fuc, (1847,9)Y6+1Fuc,
(2197,6)Y7+2Fuc, (2359,7)Y8+2Fuc.
2722,6 XNeu5Ac-nLc10
7 2868,4d XNeu5Ac,Fuc-nLc10 B1, B2, B3, (1915,5)C9[1Fuc], Y0, Y1,
Z1, Y2, Y3, Y4, Z5, Y6, Y7+1Fuc,
(2033)Z7+1Fuc, Y8+1Fuc,
(2416,2)Y9+1Fuc, (2578,3)Y10+1Fuc,
1434,0g XNeu5Ac,Fuc-nLc10
8 2868,4 XNeu5Ac,Fuc-nLc10
3017,0d,f XNeu5Ac,Fuc2-nLc10 B1, (1167,1)B5+1Fuc, Y0, Y1, Y2, Y3,
Y4, Y5+1Fuc, Y6+1Fuc, Y7+1Fuc,
Y8+1Fuc, (2195,1)Z8+1Fuc,
(2562,8)Y9+2Fuc, (2544,8)Z9+2Fuc.
9 3017,0f XNeu5Ac,Fuc2-nLc10
3164,8 XNeu5AcFuc3-nLc10
10 1689,7d,g XIINeu5Ac,Fuc2-nLc12 (817,4)B4, B5, (1167,1)B5+1Fuc,
(1185,1)C5+1Fuc, Y0, Y2, Y4, Y5,
Z5, Y6, Y8+1Fuc, (2562,8)Y9+2Fuc,
(2781,4)Y11+1Fuc.
aMoleku¨lionen Masse/Ladungs-Verha¨ltnis [m/z], bohne Angabe des Sialylierungstyps und
der Fukoseposition, cdie Zuordnung wurde mit der Y/B-Nomenklatur getroffen und Frag-
mentionen [m/z] mit einem oder mehreren Fukoseresten durch den Zusatz +Fuc gekenn-
zeichnet, dFragmentierungsspektren mittels CID erstellt, eGanglioside mit C18-, C20- und
C22-Fettsa¨uren konnten ebenfalls detektiert werden, fberechnetes Masse/Ladungs-Verha¨lt-
nis wa¨re 3014,5, die beobachtete Masse von 3017,0 tritt aufgrund von Kalibrierungsproble-
men auf, g[M−2H]2−, doppelt negativ geladenes Moleku¨lion.
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Abbildung 3.32: Negativionen-Modus Massenspektren des Gangliosides der Fraktion
RL02/184-5, das mittels pra¨parativer HPTLC gewonnen wurde (vgl. Tabelle 3.14 und 3.16
sowie Abbildung 3.30).
A: Nano ESI QTOF Massenspektrum mit dem Moleku¨lion sowie in source-
Fragmenten, B: CID-Fragmentierungsspektrum des detektierten Quasimoleku¨lions mit dem
Masse/Ladungs-Verha¨ltnis 2503,8, C: Fragmentierungsschema und Strukturvorschlag fu¨r
das Gangliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8Cer (d18:1/24:1).
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stellt. Aus dieser Serie wurde die Fraktion RL02/184-1 nicht vermessen, da sie
in den Immun-Overlay Tests (siehe Tabelle 3.14) keine positive Fa¨rbung zeig-
te. Durch die mit der Fraktion durchgefu¨hrte Orcin-Fa¨rbung und die Immun-
Overlays (siehe Abbildung 3.30 5 und Tabelle 3.14) ergab sich fu¨r diese Gan-
gliosidfraktion eine stark positive Detektion durch die E-Selektin-IgG Chima¨re
und den mAk CSLEX1, was auf das Vorhandensein eines sLex-Gangliosides hin-
deutete. Der Immun-Overlay Test mit dem Antiko¨rper gegen die Neu5Acα2-
3Galβ1-4GlcNAc-Struktur war ebenfalls positiv. Da der Antiko¨rper jedoch kei-
ne terminal fukosylierten Ganglioside erkennt muß neben dem sLex-Gangliosid
ein weiteres, nicht terminal fukosyliertes Gangliosid vorliegen. Dies kann kein
VIM-2-Epitop besitzen, da der CDw65-Antiko¨rper im Immun-Overlay Assay die-
ser Fraktion RL02/184-5 keine Fa¨rbung ergab (vgl. 3.14). Mit den Ergebnis-
sen aus der Massenspektrometrie konnte dieses zweite Gangliosid als das nicht-
fukosylierte VIII3Neu5Ac-nLc8 identifiziert werden. Das Massenspektrum der
Fraktion RL02/184-5 ergab neben demMoleku¨lpeak bei m/z=2503,8 einen weite-
ren bei m/z=2357,8 (siehe auch Tabelle 3.16). Der dominante Moleku¨lpeak des
Massenspektrums (A) wurde durch CID-Technik fragmentiert. Das Fragment-
spektrum ist in Abbildungsteil B dargestellt. Es konnten die Fragment-Ionen al-
ler acht Y-Positionen detektiert werden. Zudem wurden die Ionen B1, Z1 und das
einfach-fukosylierte Z7 detektiert. Ab der sechsten Hexose sind die Masse/Ladungs-
Verha¨ltnisse der einfach fukosylierten Ionen vorhanden, Y7 und Y8. Dies fu¨hrt
zusammen mit den Daten aus den Immun-Overlay Assays aus Tabelle 3.14 zu dem
in Abbildungsteil 3.32 C gemachten Strukturvorschlag zu dem sLex-Gangliosid
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8.
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Abbildung 3.33: Strukturzuordnung der Banden in HGG-Fraktion JM07/7-3S (1,06µg,
hier als Orcin-gefa¨rbtes Chromatogamm) nach Immun-Overlay Tests und Untersuchungen
durch Massenspektrometrie.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in Laufmittel LM 2 fu¨r Ganglioside durchgefu¨hrt
(siehe Tabelle 2.9). Eine Aufstellung der Strukturen sind in Tabelle 3.18 zusammengestellt
und die Zuordnung erfolgt durch die ro¨mischen Zahlen. Diese sind willku¨rlich gewa¨hlt und
bezeichnen hier nicht Positionen in den Moleku¨len.
3.9 Interpretation der strukturellen Analysen
Der Immun-Overlay Test mit dem Anti-Neu5Acα2-3Glcβ1-4GlcNAc-R Antiko¨rper
wurde durchgefu¨hrt, damit in der HGG-Fraktion JM07/7-3S und den beiden,
nach Fettsa¨uren getrennten Fraktionen RL02/160-P2 und RL01/160-P5 die Po-
sitionen der nicht terminal fukosylierten Ganglioside deutlich wurden. In Ab-
bildung 3.34 sind jeweils die Orcin-gefa¨rbten Fraktionen in a und der Immun-
Overlay in b dargestellt. Aus der Abbildung geht hervor, daß mit dem An-
tiko¨rper hauptsa¨chlich drei Doppelbanden in der HGG-Fraktion JM07/7-3S de-
tektiert wurden (Ab). Durch ihr chromatographisches Laufverhalten ko¨nnen sie
den Gangliosiden IV3Neu5Ac-nLc4, VI3Neu5Ac-nLc6 und in geringerer Menge
auchs VIII3Neu5Ac-nLc8 zugeordnet werden. Die jeweils untere Bande ist das
Gangliosid mit C16-Fettsa¨ure, die obere Bande das Gangliosid mit der C24-
Fettsa¨ure. Dies kann gut an den beiden Immun-Overlay Tests in Bb und Cb
gesehen werden. In ihnen finden sich pro Fraktion nur drei Banden, die jeweils
einer der Doppelbanden entspricht.
In der Tabelle 3.17 sind die Masse/Ladungs-Verha¨ltnisse der nicht fukosylierten
Ganglioside aufgelistet, wie sie durch ESI-QTOF-MS ermittelt wurden. Sie sind
161
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Ia b
(1 )-
(2 )-
(0 )-VI Neu5Ac-
nLc6
3
aaaaa
VIII Neu5Ac-
nLc8
3
aaaaaa
(1 )-
(2 )-
Ia b Ia b
A B C
(1 )-
(0 )-
(1 )-
(0 )-
(2 )- (2 )-
Abbildung 3.34: Vergleich der α2-3-gebundenen Sialinsa¨ure-tragenden Ganglioside in
den Fraktionen JM07/7-3S (A), RL02/160-P2 (C16-Fettsa¨ure, B) und RL02/160-P5
(C24-Fettsa¨ure, C), die mittels Immun-Overlay Analyse mit dem Anti-Neu5Acα2-3Glcβ1-
4GlcNAc-R Antiko¨rper detektiert wurden.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in Laufmittel LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle
2.9).
Aa: 1,06µg JM07/7-3S, Ba: 10µL (1%-Aliquot) RL02/160-P2, Ca: 10µL (1%-Aliquot)
RL02/160-P5. a: Orcin-Fa¨rbung, b: Immun-Overlay mit dem Anti-Neu5Acα2-3Galβ1-
4GlcNAc-R Antiko¨rper fu¨r den jeweils 1/5 der fu¨r die Orcin-Fa¨rbung beno¨tigten Menge
eingesetzt wurde.
durch die Angabe der Bande (ro¨mische Ziffer) eindeutig den Banden der HPTLC-
getrennten HGG-Fraktion JM07/7-3S in Abbildung 3.33 zugeordnet. Aus den
Daten der Immun-Overlay Assays (siehe Tabellen 3.13 und 3.14) der Gangliosid-
Einzelfraktionen und den Daten aus der Massenspektrometrie (siehe Tabelle 3.17)
lassen sich die Ganglioside den Banden in der HGG-Fraktion JM07/7-3S zuord-
nen.
Es kann festgestellt werden, daß die nicht-fukosylierten Ganglioside hauptsa¨chlich
eine α2-3-verknu¨pfte Sialinsa¨ure tragen. Die α2-6-Neu5Ac-Epitope wurden ledig-
lich fu¨r die Ganglioside mit nLc6-Oligosaccharidteil detektiert (siehe Abbildung
3.28 D). Aus der HPTL-Chromatographie geht hervor, daß die α2-6-Neu5Ac-
Ganglioside unter den isomeren Strukturen (α2-3-Neu5Ac-R) chromatographie-
ren. Nach pa¨parativer HPTLC und Massenspektrometrie wurden die Ganglioside
mit α2-6-Neu5Ac-R und C-24-Fettsa¨uren in Fraktion RL02/184-5 und mit C16-
Fettsa¨uren in Fraktion RL02/178-6 gefunden.
Abbildung 3.35 zeigt den Vergleich der Ganglioside in den Fraktionen JM07/7-3S,
RL02/160-P2 (Ganglioside mit C16-Fettsa¨ure) und JM02/160-P5 (Ganglioside
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Tabelle 3.17: Strukturen der mittels Kombination von Immun-Overlay Detektion
und nano ESI-QTOF Massenspektrometrie charakterisierten nicht-fukosylierten Gan-
glioside aus humanen Granulozyten.
RL02/ RL02/ [M–H]−
Bandea
184b 178c
Struktur
(m/z)
Ceramid
I 2,3 VI3Neu5Ac-nLc6 1992,3 (d18:1/24:1)
2 IV3Neu5Ac-nLc4 1517,0 (d18:1/16:0)
II 3,4 VI3Neu5Ac-nLc6 1882,1 (d18:1/16:0)
IV 5 VI6Neu5Ac-nLc6 1992,3 (d18:1/24:1)
4,5 VIII3Neu5Ac-nLc8 2357,4 (d18:1/24:1)
V 6 VI6Neu5Ac-nLc6 1882,1 (d18:1/16:0)
5,6,7 VIII3Neu5Ac-nLc8 2247,9 (d18:1/16:0)
VI 6 X3Neu5Ac-nLc10 2722,6 (d18:1/24:1)
VII 7 X3Neu5Ac-nLc10 2612,2 (d18:1/16:0)
Die Verbindungen stellen jeweils eine Hauptkomponente der Einzelfraktion dar.
aBandennumerierung korrespondierend zu Abbildung 3.33, bEinzelfraktionen mit C(24:1)-
Fettsa¨ure RL02/184, cEinzelfraktionen mit C(16:0)-Fettsa¨ure RL02/178.
mit C24-Fettsa¨ure) durch Detektion mit der E-Selektin-IgG Chima¨re (b). Es wur-
den hauptsa¨chlich zwei Banden gefa¨rbt, denen die sLex-Gangliosiden VIII3Neu5Ac,
VII3Fuc-nLc8 und X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 zugeordnet werden ko¨nnen (siehe
auch Abbildung 3.28).
Der Vergleich der mit Orcin gefa¨rbten Chromatogramme (a) zeigt, daß die beiden
Pools mehrere Gangliosid-Doppelbanden (mit Klammern beschriftet) bzw. auch
Dreifachbanden aufweisen. Im Immun-Overlay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re
in den Spuren b werden von diesen Doppelbanden immer nur die unteren gefa¨rbt.
Aus den Daten der Massenspektrometrie wurden diese Doppelbanden und Drei-
fachbanden als Serie von Gangliosiden mit gleicher Oligosaccharid-Kettenla¨nge
charakterisiert. Dies wird im Folgenden am Beispiel der drei Banden, die in Ab-
bildung 3.35 B mit der Zahl zwei in Klammern (2) bezeichnet sind. Das Orcin-
gefa¨rbte Chromatogramm zeigt hier drei Banden, die mit (2.1), (2.2) und (2.3)
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Abbildung 3.35: Vergleich der sLex-Ganglioside in den Fraktionen JM07/7-3S (A),
RL02/160-P2 (C16-Fettsa¨ure, B) und RL02/160-P5 (C24-Fettsa¨ure, C), die mittels Immun-
Overlay Analyse mit der E-Selektin-IgG Chima¨re detektiert wurden.
Die Du¨nnschichtchromatographie wurde in Laufmittel LM 2 durchgefu¨hrt (siehe Tabelle
2.9).
Aa: 1,06µg JM07/7-3S, Ba: 10µL (1%-Aliquot) RL02/160-P2, Ca: 10µL (1%-Aliquot)
RL02/160-P5. a: Orcin-Fa¨rbung, b: Immun-Overlay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re
(JM08/35-2) fu¨r den jeweils 1/5 der fu¨r die Orcin-Fa¨rbung beno¨tigten Menge eingesetzt
wurde. Die Doppelbanden mit identischem Chromatographie-Verhalten sind mit Zahlen
gekennzeichnet.
bezeichnet sind (Abbildung 3.35 Ab (2)). Die Bande (2.2) wird von zwei Gan-
gliosiden gebildet, die die Abku¨rzungen (2.2a) und (2.2b) haben.
Im Immun-Overlay mit der E-Selektin-IgG Chima¨re sind von diesem Banden-
System nur die jeweils beiden unteren gefa¨rbt, was sLex-Ganglioside anzeigt.
Tabelle 3.15 zeigt, daß die Fraktion RL02/178-5 das nicht-fukosylierte Ganglio-
sid VIII3Neu5Ac-nLc8 entha¨lt. In den Fraktionen RL02/178-6 wurde das ein-
fach fukosylierte VIII3Neu5Ac,Fuc-nLc8 und in RL02/178-7 das zweifach fukosy-
lierte Gangliosid VIII3Neu5Ac,Fuc2-nLc8 detektiert. Diese Moleku¨le bilden dem-
nach die Gangliosid-Serie, die im HPTL-Chromatogramm (3.35 a) durch Orcin-
Fa¨rbung als Dreierbande sichtbar werden (Bande (2) und obere).
Eine Aufkla¨rung der Fukosylierungs-Positionen ergibt sich aus der Kombination
der Daten aus der Massenspektrometrie mit den Immun-Overlay Tests. Tabel-
le 3.13 zeigt fu¨r die beiden Fraktionen RL02/178-6 und RL02/178-7, daß auch
in den Einzelfraktionen nach pra¨parativer HPTLC die beiden sLex-spezifischen
Immun-Overlay Assays mit dem CSLEX1 Antiko¨rper und der E-Selektin-IgG
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Chima¨re positiv reagieren, wa¨hrend der Anti-VIM-2 Antiko¨rper CDw65 nega-
tiv im Test ist. Da neben diesen Gangliosiden keine weiteren fukosylierten Gan-
glioside in den beiden Fraktionen detektiert werden konnten, kann mit hoher
Bestimmtheit gesagt werden, daß diese beiden Ganglioside sLex-Epitope be-
sitzen und die Strukturen VIII3Neu5Ac-nLc8, VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 und
VIII3Neu5Ac,VI3Fuc,V3Fuc-nLc8 besitzen.
Die Banden-Nomenklatur aus Abbildung 3.35 kann demnach vervolllsta¨ndigt wer-
den zu:
(2.1) VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C24)
(2.2a) VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 (C16)
(2.2b) VIII3Neu5Ac,VI3Fuc,V3Fuc-nLc8 (C24)
(2.3) VIII3Neu5Ac,VI3Fuc,V3Fuc-nLc8 (C16)
Die als einzelne, im Orcin-gefa¨rbten Chromatogramm sichtbare Bande (2.2) wird
demnach gebildet aus den zwei Gangliosiden (2.2a) VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8
(C16) und (2.2b) VIII3Neu5Ac,VI3Fuc,V3Fuc-nLc8 (C24).
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Tabelle 3.18: Strukturen der mittels Kombination von Immun-Overlay Datektion
und nano ESI-QTOF Massenspektrometrie charakterisierten fukosylierten Ganglioside
aus humanen Granulozyten.
Bandea RL02/ RL02/ Struktur [M–H]− Ceramid
184b 178c (m/z)
II 3 VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 2091,3 (d18:1/24:1)
III 4 VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 2029,2 (d18:1/16:0)
V 5,6 VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 2503,8 (d18:1/24:1)
VI 6 VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,
III3Fuc-nLc8 2649,5 (d18:1/24:1)
6,7 VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 2393,4 (d18:1/16:0)
VII 7 VIII3Neu5Ac,VII3Fuc,
V3Fuc-nLc8 2541,9 (d18:1/16:0)
VIII 7,8 X3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc10 2868,4 (d18:1/24:1)
IX 8,9 X3Neu5Ac,IX3Fuc,
VII3Fuc-nLc10 3017,0 (d18:1/24:1)
8,9 X3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc10 2760,6 (d18:1/16:0)
X 9 X3Neu5Ac,IX3Fuc,VII3Fuc,
III3Fuc-nLc10 3164,8 (d18:1/24:1)
9 X3Neu5Ac,IX3Fuc,
VII3Fuc-nLc10 2907,1 (d18:1/16:0)
XI 10 XII3Neu5Ac,XI3Fuc,
IX3Fuc-nLc12 3379,4 (d18:1/24:1)
XII 10d XII3Neu5Ac,XI3Fuc,
IX3Fuc-nLc12 3273,3 (d18:1/16:0)
Die Verbindungen stellen jeweils eine Hauptkomponente der Einzelfraktion dar.
aBandennummerierung korrespondierend zu Abbildung 3.33, bEinzelfraktionen mit C(24:1)-
Fettsa¨ure RL02/184, cEinzelfraktionen mit C(16:0)-Fettsa¨ure RL02/178, dtentative Zuord-
nung/Struktur .
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Zusammenfassung und Diskussion
Fu¨r die Durchfu¨hrung struktureller Charakterisierungs-Analysen standen Pro-
ben einer Pra¨paration humaner Granulozyten (HGG) zur Verfu¨gung (JM07/7-1,
JM07/7-3 und JM07/7-4). Sie bestanden aus Gangliosiden der Neolaktoserie mit
einem Saccharidanteil aus N -Acetyllaktosamin-Einheiten (Galβ1-4GlcNAcβ1-3–
Disaccharid). Die Variationen der Oligosaccharid-Kettenla¨nge sowie der Fettsa¨ure-
kettenla¨nge in ihrem hydrophoben Ceramidteil einerseits, aber auch das Vorhan-
densein von Fukoseresten andererseits, fu¨hrte zu Mischungen extrem hoher Kom-
plexita¨t. Durch ihre bisherige Aufreinigung waren sie in Fraktionen gema¨ß ihrer
Saccharidkettenla¨nge eingeteilt worden.
Bei den Fraktionen JM07/7-3 und JM07/7-4 setzte sich ein Sediment ab, das nach
Abtrennung durch Zentrifugation im Lo¨sungsmittel M/W (1/1) aufgenommen
wurde. Diese Fraktionen wurden mit JM07/7-3S und JM07/7-4S (S = Sediment)
bezeichnet.
Die Fraktion JM07/7-1 war bisher am besten charakterisiert und setzte sich
hauptsa¨chlich aus den Gangliosiden GM3, IV3Neu5Ac-nLc4, IV6Neu5Ac-nLc4
und
VI3Neu5Ac-nLc6 (kurzkettige Ganglioside) zusammen. Die weiteren Fraktionen
bestanden aus Gangliosiden mit fukosylierten und nicht-fukosylierten Poly-N -
Acetyllaktosaminylketten eines la¨ngeren Oligosaccharidanteils (langkettige Gan-
glioside).
Sialinsa¨ure-Analytik
Durch Derivatisierung mit dem Floureszenzfarbstoff DMB wurde die Konzen-
tration der Ganglioside in den HGG-Fraktionen mit Hilfe der Umkehrphasen-
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HPLC bestimmt. Die Werte ergaben sich zu 0,18 µg/µL (± 0, 039µg/µL) fu¨r
JM07/7-3, 0,24 µg/µL (± 0, 053µg/µL) fu¨r JM07/7-3S, 0,83 µg/µL (± 0, 084-
µg/µL) fu¨r JM07/7-4 und 0,31 µg/µL (± 0, 068µg/µL) fu¨r JM07/7-4S (siehe Ab-
schnitt 3.1.1).
Zur densitometrischen Auswertung der Du¨nnschichtchromatogramme wurde ein
Vergleich von zwei Auflicht-Scann Methoden vorgenommen (siehe Abschnitt 3.1.2).
Zum einen das in der Arbeitsgruppe etablierte Verfahren mit dem Densitometer
CD 60 von Desaga und alternativ dazu mit einem handelsu¨blichen PC-Scanner
(HP ScanJet 4c) und der Software DeskScan II (ebenfalls HP; siehe Abschnitt
2.4.3.4). Die statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte einen abgesicherten
Zusammenhang der beiden Meßverfahren. Die beiden Methoden ko¨nnen einan-
der substituieren, da sie keine Unterschiede in der Erfassung der Daten zeigten.
Du¨nnschichtchromatographie
Eine reproduzierbare Methode zur optimalen Auflo¨sung der langkettigen Gan-
gliosidmischungen durch HPTLC wurde bestimmt. Dazu wurde das Laufmittel
LM 2 (C/M/W, 50/47/14 mit 5mM CaCl2; siehe Tabelle 2.9), mit einem hohen
Anteil der polaren Komponenten Methanol und Wasser verwendet. Als Detek-
tionsmethode der HPTLC-getrennten Ganglioside hat sich die Orcinfa¨rbung als
sensitivste Methode herausgestellt. Mit ihr wurden die Ganglioside auch in sehr
geringen Mengen als Banden gefa¨rbt.
Die Komplexita¨t der vorhandenen Gangliosid-Mischungen wurde durch die Me-
thode der 2D-HPTLC veranschaulicht (siehe Abschnitt 3.2.2). Fu¨r eine analy-
tische Trennung der Ganglioside ist diese Methode besonders gut geeignet. Die
Ganglioside ko¨nnen entweder nach Isolierung aus dem Kieselgel oder direkt von
der HPTLC-Platte aus durch Massenspektrometrie strukturell untersucht wer-
den.
Immun-Overlay Analyse
Die Methode der Vorinkubation der HPTL-Chromatogramme wurde ausgetestet
und eine Inkubation u¨.N. bei 37◦C in CMF-PBS Puffer hat sich als das beste
Verfahren herausgestellt, um die Sensitivita¨t der Immun-Overlay-Detektion zu
erho¨hen.
Der monoklonale Antiko¨rper CSLEX1 ist der bekannteste und am ausfu¨hrlichsten
untersuchte Anti-sLex-mAk. Er wurde im Vergleich zu dem mAk KM93 und
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der E-Selektin-IgG Chima¨re fu¨r strukturelle Untersuchungen der Ganglioside im
Immun-Overlay Verfahren eingesetzt (siehe Abschnitte 3.3.1 und 3.3.2.
Da der CSLEX1-Antiko¨rper im Vergleich zum KM93-Antiko¨rper eine gro¨ßere
Anzahl an sLex-Gangliosiden erkannte, und zudem der mAk KM93 nur in ana-
lytischen Mengen zur Verfu¨gung stand, wurde fu¨r die weiteren Tests der mAk
CSLEX1 eingesetzt.
Zur Identifizierung E-Selektin-positiver Gangliosidbanden mit sLex-Struktur wur-
de die E-Selektin-IgG Chima¨re und der CSLEX1-Antiko¨rper verglichen. Es konnte
statistisch belegt werden, daß von beiden Proteinen identische Banden der HPTL-
Chromatogramme erkannt wurden (siehe Abschnitt 3.3.2). Die Chima¨re erkannte
dabei die sLex-Epitope mit durchschnittlich doppelter Intensita¨t. Als Haupt-
strukturen wurden die langkettigen sLex-Ganglioside VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6,
VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8, X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 und XII3Neu5Ac, XI3Fuc-
nLc12 erkannt. Diese beiden Methoden der Detektion HPTLC-getrennter sLex-
Ganglioside wurden im weiteren Verlauf der Arbeit fu¨r Untersuchungen einge-
setzt.
Endoglykoceramidase-Spaltung
Um die Oligosaccharideinheit vom Ceramidbestandteil der Glykosphingolipide
zu spalten, wurde die native Endoglykoceramidase (EGCase) Ceramid-Glykanase
aus Macrobdella decora verwendet (siehe Abschnitt 3.4). Bei Einsatz von 200 mU
und 37◦C u¨.N., konnte eine Abspaltung der Oligosaccharide detektiert werden.
Die Reaktionsprodukte wurden durch Folch-Verteilung voneinander getrennt, und
die Oligosaccharide durch Gelchromatographie aufgereinigt.
Fu¨r die beiden Spaltprodukte der EGCase-Reaktion wurden unterschiedliche
HPTLC-Laufmittel und Detektionsreagenzien eingesetzt, die nicht in der Ar-
beitsgruppe etabliert waren. Die Ceramide aus der Folch-Unterphase der HGG-
Gangliosid-Spaltungsreaktion wurden in dem Laufmittel LMC chromatographiert
(siehe Tabelle 2.9) und konnten durch Ceramid-Standards als nicht hydroxylierte
Ceramide identifiziert werden. Die aufgereinigten Oligosaccharide aus der Folch-
Oberphase wurden zusammen mit einem Sta¨rkehydrolysat aufeinanderfolgend in
den Laufmitteln LMA und LMB getrennt (siehe Tabelle 2.9). Sie chromatogra-
phierten im Bereich der Tri-, Tetra- und Pentahexosen des Sta¨rkehydrolysates.
Die Ganglioside chromatographierten, in der gewa¨hlten Kombination der beiden
Laufmittel, zwischen dem Glukose-Monomer und seinem Trimer.
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Ein Nachweis der Oligosaccharide mittels Immun-Overlay Technik mit der E-
Selektin-IgG Chima¨re zeigte, daß das sLex-Tetrasaccharid-Epitop auf dem HPTL-
Chromatogramm detektiert wurde.
Sa¨ulenchromatographie
Die Auftrennungen der Granulozyten-Fraktionen wurde mit den Methoden der
Normalphasen-, Anionenaustausch- und Umkehrphasen-Chromatographie durch-
gefu¨hrt.
Durch die Normalphasenchromatographie mit Iatrobeads (siehe Abschnitt 3.5.2)
wurde eine GM3-Depletion erreicht. Die langkettigen Ganglioside wurden hierbei
nicht aufgetrennt, so daß nur eine grobe Fraktionierung in Pools mit ho¨herem
Anteil langkettiger Ganglioside und in weitere mit ho¨herem Anteil kurzkettiger
Ganglioside erzielt wurde.
Die HPLC Trennung mit dem Anionenaustauscher TMAE-Fractogel (siehe Ab-
schnitt 3.5.3) erfolgte ebenfalls nur unzureichend. Das Gangliosid GM3 wurde
depletiert, aber die weiteren Ganglioside eluierten nicht getrennt.
Die beiden Methoden der Normalphasen- und der Anionenaustausch-Chroma-
tographie haben sich als unzureichend erwiesen und wurden daher im weiteren
nicht fu¨r die chromatographische Reinigung langkettiger Ganglioside eingesetzt.
Die Trennung der langkettigen Ganglioside durch Umkehrphasen-Chromatogra-
phie nach Ceramidkettenla¨nge konnte erfolgreich durchgefu¨hrt werden (siehe Ab-
schnitt 3.5.4). Hierbei wurde der Gradient der Nucleosil C18 HPLC zur optimalen
Elution der Fettsa¨uren C16 und C24 ermittelt. Dazu wurden zwei HPLC-La¨ufe
mit 12,0mg und mit 12,2mg der HGG-Fraktion JM07/7-1 durchgefu¨hrt. Die be-
ste Trennung der Ganglioside mit C16- und der C24-Fettsa¨uren ergab sich bei
einer Elution mit 10% Wasser in Methanol beginnend bis hin zu reinem Metha-
nol. Mit dieser Methode wurden insgesamt 10 mg der langkettigen HGG-Fraktion
JM07/7-3S in sechs Pools (RL02/160-P1 bis -P6) eingeteilt. Ganglioside mit C16-
Fettsa¨uren wurden hauptsa¨chlich in den Pools P1, P2 und P3, solche mit C24-
Fettsa¨uren in den Pools P5 und P6 nachgewiesen.
Die beiden Pools RL02/160-P2 und RL02/160-P5 mit homogener Ceramidzu-
sammensetzung wurden weiteren Aufreinigungsschritten unterzogen. Sie wurden
ausgewa¨hlt, weil sie hauptsa¨chlich sLex-Ganglioside enthalten und, wie aus den
Immun-Overlay Assays (siehe Abbildung 3.28) hervorgeht, nur eine geringe Kon-
zentration an Gangliosiden ohne sLex-Epitop. Fu¨r die anschließenden nanoESI-
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QTOF Massenspektrometrie-Messungen wurde dadurch die Anzahl der mo¨gli-
chen, nicht interessierenden Ganglioside reduziert.
Zur weiteren Separation der sLex-Ganglioside wurde die Methode der Normal-
phasenchromatographie mit LiChrosorb durchgefu¨hrt (siehe Abschnitt 3.5.5). Die
Fraktionen der Umkehrphasen-HPLCmit JM07/7-1 wurden mit der Normalphasen-
HPLC fraktioniert und es wurde nur eine schwache Trennung der einzelnen Gan-
glioside festgestellt. Das Eluat wurde zu Fraktionen zusammengefaßt, die minde-
stens drei mit Orcin detektierbare Banden aufwiesen.
Statische Zelladha¨sionssysteme
Neben den strukturellen Analysen der Ganglioside aus den HGG-Fraktionen wur-
den Testsysteme entwickelt, mit denen sich funktionale Studien an fixierten Gan-
gliosiden mit E-Selektin exprimierenden Zellen durchfu¨hren ließen.
Zellkultivierung
Wa¨hrend der gesamten Kultivierungsdauer wurden die Bedingungen der Kulti-
vierung kontrolliert und waren gema¨ß den Zellkulturmeßmethoden im optima-
len Bereich. Es kann somit davon ausgegangen werden, daß die im folgenden
beschriebenen Adha¨sionstests mit Zellmaterial gleichbleibender Qualita¨t durch-
gefu¨hrt wurden.
Untersuchungen zur E-Selektin-Expression auf der Oberfla¨che der Zellen wur-
den durch Immunfluoreszenz Mikroskopie mit einem Anti-E-Selektin Antiko¨rper
durchgefu¨hrt, der durch einen DTAF-markierten Sekunda¨rantiko¨rper sichtbar ge-
macht wurde (siehe Abschnitt 3.6.1.2).
Es stellte sich heraus, daß die rekombinant hergestellten CHO-E Zellen zu 90–
95% E-Selektin-Epitope auf ihrer Oberfla¨che pra¨sentierten, die prima¨ren HUVEC,
nach Stimulation durch vierstu¨ndige Inkubation mit IL-1β und TNF-α, nur 70–
80%. Die Verteilung des E-Selektins war bei beiden Zelltypen homogen. Da keine
Quantifizierungsmo¨glichkeit bei diesem Testverfahren bestand, mu¨ssen diese An-
gaben als Na¨herungswerte betrachtet werden.
Die Rezeptorfunktion von sLex-Gangliosiden wurde durch in vitro Tests mit
HGG-Fraktionen aus Leukozyten und E-Selektin exprimierenden Zellen durch-
gefu¨hrt. Wa¨hrend der Testdurchfu¨hrung der Zelladha¨sion wurden die Zellen star-
ken mechanischen Belastungen ausgesetzt. Dies fu¨hrte bei den CHO-E Zellen zu
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einer Reduktion der Zelldichte um 6,2%. Die prima¨ren HUVEC wurden sta¨rker
gescha¨digt, was der Ru¨ckgang der Zelldichte um 38% belegt.
CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an Mikrotiterplatten-fixierte Ganglioside
Ein System zum Test auf E-Selektin Adha¨sion an Gangliosidmischungen wurde in
Mikrotiterplatten etabliert. Es konnte gezeigt werden, daß E-Selektin exprimie-
rende CHO-E Zellen an mit HGG-Fraktionen beschichtete Oberfla¨chen einer Mi-
krotiterplatte binden (MTP-Well Boden) und daß diese Bindung durch den mAk
CSLEX1 inhibiert werden kann (siehe Abschnitte 3.6.2 und 3.6.3). Mit einer Feh-
lerwahrscheinlichkeit von 5% wurden bei Gangliosid-Konzentrationen zwischen
20 ng/Well und 2500 ng/Well zwischen 2× 104 Z und 8× 104 Z CHO-E Zellen
gebunden. Im Vergleich dazu lag bei HBG-Gangliosiden (ohne sLex-Epitopen)
und bei CHO-K1 Referenzzellen (ohne E-Selektin Expression) nur eine geringe
unspezifische Zellbindunge vor.
Die E-Selektin vermittelte Zelladha¨sion an Gangliosidmischungen in der Mikro-
titerplatte wurde durch den monoklonalen Antiko¨rper CSLEX1 kompetitiv inhi-
biert. Die Konzentrationen von 0,64 nmol/mL bis 10,31 nmol/mL CSLEX1 ver-
minderten die Zelladha¨sion um 42% bis 82%. Der maximale Wert der Inhibition
wurde schon ab einer Konzentration von 2,58 nmol/mL erreicht.
CHO-E und CHO-K1 Zelladha¨sion an HPTLC-fixierte Ganglioside
Fu¨r die Inkubation von Zellsuspensionen mit du¨nnschichtchromatographisch ge-
trennten Gangliosiden wurden Zentrifugationskammern entwickelt (siehe Abschnitt
2.7.1). Die folgenden Parameter wurden ausgetestet und optimiert:
− Die Gangliosid-Konzentrationen zwischen 0,5µg/Bande und 0,1µg/Bande
haben sich als optimal erwiesen.
− Eine verku¨rzte Vorinkubationszeit von 4 h statt u¨ber Nacht, wie es fu¨r den
Immun-Overlay Assay durchgefu¨hrt wurde, verbesserte die Stabilita¨t der
Silikatmatrix.
− Eine optimale Zelladha¨sion wurde fu¨r CHO-E Zellen bei Zelldichten von
1×105 bis 8×105 Z/mL und bei den HUVEC von ca. 1,5×105 Z/mL ermit-
telt.
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Im Vergleich zum Zentrifugationsversuch mit CHO-K1 Referenzzellen wurden
CHO-E Zellen an HPTLC-getrennte Ganglioside gebunden. Bei den Fraktionen
JM07/7-1 und JM07/7-3 wurden zuna¨chst die Ganglioside IV3Neu5Ac,III3Fuc-
nLc4 und VI3Neu5Ac,V3Fuc-nLc6 erkannt. In der langkettigen HGG-Fraktion
JM07/7-3S wurde vermehrt das Gangliosid VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-nLc8 erkannt
(siehe Abschnitt 3.6.4.2). Durch das Verfahren der Vorinkubation, bei dem die
HPTLC-gerennten Ganglioside in CMF-PBS Puffer bei 37◦C inkubierten, konnte
die Sensitivita¨t der Methode stark gesteigert werden. Generell wurde die Inten-
sita¨t der detektierten Banden ho¨her. Das fu¨hrte jedoch zu einem Verlust des
Auflo¨sungsvermo¨gens fu¨r die spektrometrische Auswertung einzelner Banden in
einer HPTLC-getrennten Gangliosidprobe (siehe Abschitt 3.6.4.2).
Die in geringer Menge vorkommenden Ganglioside mit VIII3Neu5Ac,VII3Fuc-
nLc8 und X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 Oligosacchariden der HGG-Fraktion JM07/7-
3 wurden nun ebenfalls detektiert, bei den langkettigen Sediment-Fraktionen
JM07/7-3S und JM07/7-4S wurde zusa¨tzlich das sLex-Gangliosid XII3Neu5Ac,
XI3Fuc-nLc12 erkannt.
Mit dem MTT-Viabilita¨tstest und dem Immun-Overlay Test wurden zwei Ver-
fahren der Lokalisierung von Zellbindung untersucht (siehe Abschnitt 3.6.4.3).
Der Vergleich der Detektionsmethoden zeigte, daß beide Farbstoff-Pra¨tizipations
Assays identische Nachweise fu¨r Bindungen von Zellen auf HPTLC-Platten sind.
Dies konnte durch statistische Berechnungen bewiesen werden. Zusa¨tzlich zu der
Aussage des Immun-Overlay Verfahrens, daß CHO-E Zellen spezifisch an sLex-
Ganglioside auf der HPTLC-Platte binden ko¨nnen, konnte durch den MTT-Test
die Viabilita¨t der Zellen nachgewiesen werden.
Durch Vorinkubation der HPTL-Chromatogramme von getrennten HGG-Frak-
tionen mit dem mAk CSLEX1 wurde gezeigt, daß eine Inhibition der Zelladha¨sion
mo¨glich ist (siehe Abschnitt 3.6.5). Die Konzentrationen des Antiko¨rpers betrugen
dabei 2,1 nmol/mL bis 16,5 nmol/mL. In diesem Bereich wurden Inhibitionen
von 83% bis 100% detektiert. Die Ergebnisse wurden durch Korrelationsanalyse
statistisch belegt.
Die Abspaltung der Sialinsa¨ure aus HPTLC-getrennten Gangliosiden wurde durch
Neuraminidase aus Vibrio cholerae durchgefu¨hrt (siehe Abschnitt 3.6.6). Die mil-
den Versuchsbedingungen von 5 mM Enzym bei RT u¨ber 2 h, ließen keinen Ab-
bau der Epitope erkennen. Bei einer Enzymkonzentration von 50 mM fu¨r 18 h bei
37◦C, konnte eine Reduktion der Zelladha¨sion bei der HGG-Fraktion JM07/7-3S
detektiert werden.
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HUVEC Zelladha¨sion an HPTLC-fixierte Ganglioside
Die Adha¨sion von HUVEC an HPTLC-getrennte sLex-Ganglioside wurde mit
der Zentrifugationskammer untersucht (siehe Abschnitt 3.6.7.2). Dazu wurde in
den Zellen durch Inkubation fu¨r 4 h bei 37◦C mit IL-1β und TNF-α eine E-
Selektin-Expression induziert. Im Vergleich zu den CHO-E Zellen wurden nach
dem Immun-Overlay Test weniger Banden detektiert. Die Banden konnten den
Gangliosiden X3Neu5Ac,IX3Fuc-nLc10 und XII3Neu5Ac,XI3Fuc-nLc12 zugeord-
net werden.
Dieser Unterschied in der Detektion gebundener Zellen kann darin begru¨ndet sein,
daß die HUVEC im Vergleich zu den CHO-E Zellen sta¨rker durch das Verfah-
ren der Zentrifugation gescha¨digt wurden (5% Ru¨ckgang der Viabilita¨t bei den
CHO-E Zellen im Vergleich zu 38% bei den HUVEC). Weiterhin wurde auf den
HUVEC eine ca. 80%ige E-Selektin-Expression im Immunfluoreszenztest detek-
tiert. Bei den CHO-E Zellen waren es im Vergleich dazu ca. 95%. Diese generell
niedrigere Expression kann durch ein Abklingen der Reaktion auf die Zytokin-
Stimulation noch weiter erniedrigt werden.
Pra¨parative Aufreinigung langkettiger Ganglioside
Durch pra¨parative HPTLC wurden Einzelfraktionen der langkettigen HGG-Frak-
tion JM07/7-3S erhalten. Dazu wurden die HPLC-getrennten Pools der Nucleo-
sil C18 Umkehrphasen-Chromatographie RL02/160-P2 und -P5 eingesetzt.
RL02/160-P2 entha¨lt die Ganglioside mit C16-, RL02/160-P5 die Ganglioside mit
C24-Fettsa¨uren. Sie repra¨sentieren die beiden Haupt-Ceramidvarianten der HGG-
Fraktionen. Es wurden Einzelfraktionen der Pools erhalten, die hauptsa¨chlich aus
einzelnen Gangliosiden bestanden (siehe Abschnitt 3.7.2 und die Orcin-gefa¨rbten
Chromatogramme in den Abbildungen 3.29 und 3.30).
Ergebnisse aus den statischen und funktionalen Analysen
Durch das Immun-Overlay Verfahren wurde eine Zuordnung der Ganglioside zu
sLex-Epitopen getroffen. Die Menge der verknu¨pften Saccharideinheiten und die
Zusammensetzung der Ceramidstruktur konnte aus Analysen durch Massenspek-
trometrie gewonnen werden (siehe Abschnitt 3.8).
Eine Zusammenstellung der Ergebnisse sowie die Interpretation der Daten ist
bereits in Abschnitt 3.9 erfolgt und wird deshalb hier nicht weiter aufgegriffen.
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KAPITEL 4. ZUSAMMENFASSUNG UND DISKUSSION
Es wurden eine Vielzahl langkettiger Ganglioside mit sLex-Epitopen in der HGG-
Fraktion JM07/7-3S charakterisiert und den Banden auf der HPTLC-Platte zu-
geordnet (siehe Tabelle 3.18). Diese sLex-Ganglioside wurden in den beiden eta-
blierten Testsystemen (Mikrotiterplatte und HPTLC-Zentrifugationskammer) auf
ihre Funktionalita¨t hin untersucht. In beiden Systemen konnte eine Adha¨sion der
E-Selektin exprimierenden Zellen nachgewiesen und statistisch belegt werden.
Durch die Charakterisierung der Ganglioside in dieser Arbeit wurde zum einen die
Struktur der Hauptbestandteile der Banden aufgekla¨rt und zum anderen ko¨nnen
Gesetzma¨ßigkeiten fu¨r das HPTLC-Verhalten langkettiger Ganglioside abgeleitet
werden, die fu¨r die Aufkla¨rung der Strukturen weiterer Mischungen von Ganglio-
siden wichtig sind.
Als finaler Punkt konnte gezeigt werden, daß die HGG-Fraktionen als Hauptbe-
standteil Ganglioside mit sLex-Strukturen besitzen, die Rezeptoren von Protein-
gebundenem und Zell-gebundenem E-Selektin sind.
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Abku¨rzungsverzeichnis
α Irrtumswahrscheinlichkeit (Statistik)
A Aceton oder
Austria, O¨sterreich
ACD-AG Stabilisator aus Natriumzitrat, Zitronensa¨ure, Glukose,
Adeanin und Guanin
AEC Anion Exchange Chromatography, Anionenaustauschchromatographie
Ak Antiko¨rper
AP Alkalische Phosphatase (Enzym)
Art.-Nr. Artikel-Nummer
ATCC American Type Culture Collection, amerikanische Zellkultursammlung
B Magnetfeldsta¨rke
BCIP Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
bFGF basic Fibroblast Growth Factor, basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
BMP Bis(monoglycero)phosphat
BP Bandpaßfilter
BSA Bovine Serum Albumin, Rinderserumalbumin
B-Zelle B-Lymphozyt,
im Knochenmark adulter Sa¨uger gebildete, unter dem Einfluß eines
postulierten Bursa-A¨quivalents zu immunkompetenten Zellen reifende
Lymphozyten
bzw. beziehungsweise
c centi (Vorsilbe)
C Chloroform oder
Ceramid (in Verbindung mit Kettenla¨ngenbezeichnung, z.B. C(16:0))
◦C Grad Celsius (Einheit)
C3, C3a, C5a Komplement-Komponenten 3, 3a und 5a
ca. circa, etwa
CD Cluster of Differentiation
CD34 Mucin-a¨hnliches Adressin
C-Doma¨ne constant, konstante Doma¨ne des Immunglobulins
Cer Ceramid (Sphingosin und Fettsa¨ure der Glykosphingolipide)
CG Ceramid-Glykanase (Enzym)
176
ABKU¨RZUNGSVERZEICHNIS
CH Schweiz
CHO Chinese Hamster Ovary, chinesische Hamstereizellen
CID Collision Induced Dissociation
CMF Calcium and Magnesium Free, Kalzium- und Magnesiumfrei
CoA Coenzym A (Enzym)
CSF Colony Stimulating Factor
di Paardifferenzen (Statistik)
D Deutschland, oder
Differenz der Rangpaare, oder
Durchmesser
Da Dalton (Einheit, g/mol)
DAPI 4,6-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid
DEAE Diethylaminoethyl
DMB 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzoldihydrochlorid
DMF N,N -Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsa¨ure
DTAF (4-(4,6-Dichlor-s-triazin-2-ylamino)-Fluorescein-dihydrochlorid
e Ionenladung
E Eluat
EC Endothelial Cell, Endothelzelle
E.coli Escherichia coli (Bakterium)
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermal Growth Faktor, Epithelzell Wachstumsfaktor
ELAM-1 CD62E, Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule
E-Selektin, Endothel Leukozyten Adha¨sionsmoleku¨l
ER Endoplasmatisches Reticulum
ESI Electro Spray Induced
ESL-1 E-Selektin Ligand-1
et al. et alii, und andere
etc. et cetera, und so weiter
FAB Fast Atom Bombardment
FCS Foetal Calf Serum, fo¨tales Ka¨lberserum
FT Farbteiler
Fuc Fukose
g Gramm (Einheit)
×g Erdanziehungskraft
Gal Galaktose
GalT Galaktosyltransferase
GalNAcT N -Acetyl-Galaktosyltransferase
Gb Globo-Serie
GC Gas Chromatography, Gaschromatographie
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ABKU¨RZUNGSVERZEICHNIS
Gg Ganglio-Serie
Glc Glukose
GlcT Glykosyltransferase
GlyCAM Mucin-a¨hnliches Adressin Adha¨sionsmoleku¨l der HEV
GmbH Gesellschaft mit beschra¨nkter Haftung
GSL Glykosphingolipide
h Stunde (Einheit)
oder human, menschlich
H Heavy Chain, Schwere Kette des Immunglobulins
H0 Nullhypothese (Statistik)
HBG Human Brain Gangliosides, humane Ganglioside aus Hirn
HGG Human Granulocyte Gangliodisides, humane Ganglioside aus
Granulozyten
HEC Human Endothelial Cells, humane Endothelzellen
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N -(2-ethanschwefelsa¨ure)
HEV High Endothelial Venules, hochendotheliale Venolen in
in peripheren lymphatischen Organen
HPAEC High pH Anion Exchange Chromatographie
Anionenaustauschchromatographie bei hohem pH-Wert
HPLC High Performance Liquid Chromatography,
hochauflo¨sende Flu¨ssigchromatographie
HPTLC High Performance Thin Layer Chromatography,
hochauflo¨sende Du¨nnschichtchromatographie
HSA Human Serum Albumin, humanes Serumalbumin
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell,
Endothelzellen der humanen Nabelschnur
i iso (Vorsilbe) oder
Laufzahl (Statistik)
ICAM Intercellular Adhesion Molecule, interzellula¨res Adha¨sionsmoleku¨l
Ig Immunglobulin
IL−1β CD121, Interleukin 1 beta
IUB International Union for Biology
IUPAC International Union for Pure and Applied Chemistry
k kilo (Einheit)
L Liter (Einheit) oder
Light, leichte Kette des Immunglobulins
Lac Laktose oder
Laktosyl-Serie
L×B ×H La¨nge mal Breite mal Ho¨he
LC Liquid Chromatography, Flu¨ssigchromatographie
Lc Laktosylceramid
LEC-CAMs Lectin Cell Adhesion Molecules, Lektin Zelladha¨sionsmoleku¨le
LECAM-1 CD62L, Leukocyte Endothelial Cell Adhesion Molecule
L-Selektin, Leukozyten Endothelzell Adha¨sionsmoleku¨l 178
ABKU¨RZUNGSVERZEICHNIS
LFA-1 CD11a/CD18, Lymphocyte Function Associated Antigen
(Heterodimer)
LP Langpaßfilter
LPS Lipopolysaccharid
m Masse (Ion)
m Meter (Einheit) oder
milli (Vorsilbe) oder
monoklonal
µ mikro (Vorsilbe)
M Methanol oder
Molar (in [mol/L]) oder
Moleku¨lion
MAC-1 CD11b, Makrophagenantigen-1
MAdCAM Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule
min Minute
mol mol (Einheit)
MS Mass Spectrometry, Massenspektroskopie
MTT 3,(4,5-Dimethylthiazoyl-2-yl)2,5(diphenyltetrazolium)chlorid
MTP Mikrotiterplatte
n Anzahl (n: Ladungen, Messungen oder N: Zellen), oder
nano (Vorsilbe)
n Nucleolus, Zellkern
NAc N -Acetylgruppe
NADH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduzierte Form)
NBD 4-(N,N -Dihexadecyl)-amino-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol
Neu5Ac N -Acetylneuraminsa¨ure
Neu5Gc N -Glykolylneuraminsa¨ure
nGl neutrale Ganglioside
NL Niederlande
nLc Neolaktosylceramid
NPC Normal Phase Chromatography, Normalphasenchromatographie
NS Normschliff (Einheit)
OPA o-Phthaldialdehyd
Ose -osyl, Anhang fu¨r Oligosaccharidrest
p piko (Vorsilbe) oder
polyklonal
P Pool, vereinigte Fraktionen
PC Personal Computer
p.a. pro analysii, analytisch rein
PADGEM-1 CD62P, Platelet-Activation-Dependent Granulocyte-External Membrane
Protein
P-Selektin, Pla¨ttchen Granulozyten Adha¨sionsprotein
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ABKU¨RZUNGSVERZEICHNIS
PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphat-gepufferte Kochsalzlo¨sung
PECAM-1 Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1
pH pontio Hydrogenii (negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)
Prop Propanol
PSGL-1 CD162, P-Selektin Glykoprotein Ligand-1
PTFE Polytetrafluorethylen
QTOF Quadrupole Time Of Flight
r rekombinant
rm Ablenkradius
R Rangsumme (RP : positive R, RN : negative R; Statistik)
RNS Ribonukleinsa¨ure
rs Korrelationskoeffizient rho (Statistik)
RPC Reversed Phase Chromatography, Umkehrphasenchromatographie
RT Raumtemperatur
s Standardabweichung (Statistik)
Wahrscheinlichkeit (Statistik)
S Sediment
SAP Sphingolipid Activator Protein
SCR Short Consensus Repeats, kurze, sich wiederholende Einheit
SDS Sodium Dodecyl Sulphate, Natrium Dodecylsulfat
SE Schweden
sec Sekunde (Einheit)
SiaT Sialyltransferase (Enzym)
sLex, sLex sialyl Lewis x, Tetrasaccharid
(Neu5Acα3Galβ4(Fucα3)GlcNAc–)
s.u. siehe unten
TGN trans-Golgi-Netzwerk
TLC Thin Layer Chromatography, Du¨nnschichtchromatographie
TMAE Trimethylaminoethyl
TNF Tumor Necrosis Factor, Tumornekrosefaktor
TNFRp55 Tumornekrosefaktor Rezeptor p55
Tris
T-Zelle T-Lymphozyt, thymusabha¨ngiger Lymphozyt, entsteht im Knochenmark
und wird erst wa¨hrend der Wanderung durch den Thymus zur immun-
kompetenten Zelle
U Beschleunigungsspannung
U Unit, Einheit der Enzymaktivita¨t
UK United Kingdom, Großbritannien
u¨.N. u¨ber Nacht
Upm Umdrehungen pro Minute (Einheit)
USA United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika
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ABKU¨RZUNGSVERZEICHNIS
v Geschwindigkeit, oder
Volumeneinheit
V Verdu¨nnungsfaktor oder
Volt (Einheit)
VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
VCH Vibrio cholerae (Bakterium)
V-Doma¨ne variable, variable Doma¨ne des Immunglobulins
vgl. vergleiche
VLA-4 CD49d, Very Late Antigen-4
w weight, Gewichtsanteil
W Wasser (Reinstwasser, Milli-Q)
Well Vertiefung (Reaktions- und Inkubations-Aussparung in einer
Mikrotiterplatte)
xi Meßwert (Statistik)
x arithmetisches Mittel (Statistik)
z Zellmembran
z Ladung (Ion)
Z Zellen (Anzahl)
z.B. zum Beispiel
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